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APRESENTACAO

A redacdo de uma tese de doutorado deve atender ao principio do
aprendizado, no momento em que induz o pesquisador em treinamento a uma reflexao
final sobre seu processo de doutoramento, mas também deve atender ao principio do
ensino. Durante os primeiros meses de treinamento na pos-graduacao, ouvi uma
professora comentar em uma banca de defesa de doutorado, que uma tese bem
escrita seria aquela que poderia servir de ferramenta educativa para alunos em
estdgios menos avancados de treinamento. Desde entdo, essa afirmacdo ficou
marcada e assumi o compromisso de tentar fazer dessa tese uma ferramenta de

ensino.

Com o objetivo de honrar tal compromisso, optei por adicionar um anexo a
esse documento, relatando todo o trabalho preparatério desenvolvido com o objetivo
de minimizar os interferentes e maximizar a qualidade e confiabilidade dos resultados
a serem obtidos na fase de experimentacdo, bem como adequar o ambiente de
trabalho e desenvolver as ferramentas e recursos necessarios para que o experimento

ocorresse com o0 minimo de contratempos e 0 maximo de aproveitamento.
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RESUMO

A violéncia e a agressividade fazem sao parte integral do comportamento
humano. Criancas criadas em ambientes violentos apresentam maior chance de
desenvolver psicopatologias como ansiedade e depressdo, apresentam menor
desempenho escolar e regulacdo alterada do eixo de resposta ao estresse. Os
mecanismos que levam a tais desfechos sdo complexos e dificeis de estudar em
humanos. Até o presente momento, ndo existem modelos animais especificamente
desenvolvidos para estudo do ambiente violento precoce e suas consequéncias. O
presente trabalho objetivou o desenvolvimento e caracterizacdo de um modelo animal
para estudo do impacto do ambiente violento precoce sobre o desenvolvimento, com

validade de construto, validade de face (aparente) e validade preditiva.

Para tal, utilizamos o estresse social durante a lactacao pela inser¢cdo de um
macho intruso na caixa moradia da fémea e sua prole por 5 minutos durante o ciclo
claro nos dias 3, 5, 7 e 9 de vida pos-natal. Os desfechos avaliados para validade de
face foram ansiedade juvenil e adulta, resposta ao estresse e capacidade cognitiva.

Os desfechos avaliados para validade preditiva foram os efeitos da variacdo do
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comportamento maternal sobre os desfechos que conferem validade de face ao

modelo.

A intervencdo com macho intruso teve forte impacto sobre a prole e a genitora.
Houve reducdo do comportamento de amamentacdo nos 30 minutos apds cada
intervencdo em comparacdo com ninhadas controles em horario semelhante. As
genitoras do grupo violéncia apresentaram aumento da fracdo de corticosterona
plasmatica ligada a proteinas. Filhotes machos do grupo violéncia apresentaram
reducdo da concentracdo basal de corticosterona 30-40 minutos apés a segunda
intervencao, perdurando na idade juvenil e adulta. A intervencéo levou ao aumento do
comportamento semelhante a ansiedade na idade juvenil em machos e fémeas.
Filhotes machos apresentaram aumento do comportamento semelhante a ansiedade
e reducdo no desempenho cognitivo na idade adulta, além de reducdo da massa
corporal ao longo de toda a vida e resposta exacerbada ao estresse psicoldgico
repetido na idade adulta. Comportamentos maternais tidos como de qualidade
(amamentacédo com dorso arqueado e lambida) foram frequentemente relacionados
com protecao contra os efeitos do ambiente violento. Ansiedade da genitora teve

correlacao direta com os desfechos deletérios sobre os filhotes.

Os desfechos de validacédo esperados foram confirmados. A Intervencao se
mostrou um modelo consistente de ambiente violento precoce, com validade de

construto, de face e preditiva.

Palavras-chave: ambiente violento; ambiente neonatal e desenvolvimento da prole;

ansiedade juvenil; desenvolvimento cognitivo; modelo animal de violéncia precoce.
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ABSTRACT

Violence and aggressive behavior are part of human society from the begining.
Although there are several public policies for violence control, it is still common and its
consequences are present in modern society. Children raised in a violent environment
have increased odds of developing psychopathology, like anxiety and depressive
behavior, show decreased school performance and poor regulation of the
hypothalamic-pituitary-adrenal axis. Mechanisms underlying those outcomes are
complex and difficult to study in humans. Until present time, there are no animal models
developed specifically for the study of early violent environment and its consequences.
The aim of the present study was to develop and describe an animal model of early

violent environment, with construct validity, face validity and predictive validity.

We choose social stress during lactancy by the insertion of a male intruder in
the dams home cage in the presence of its offspring as an intervention. A adult male
rat was inserted for 5 minutes in dams home cage on post-natal days 3, 5, 7 and 9,
during lights-on period. The outcomes assessed for face validity were Anxiety, stress

response and cognitive performance. The outcomes assessed for predictive validity
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were maternal care variation and its impact on anxiety, cognitive performance and

stress response regulation.

The selected intervention had strong effects on the dams and offspring. Nursing
behavior was decreased on the 30 minutes after each intervention. Violent
environment dams displayed a shift in plasma corticosterone from the free to the bound
fraction. Male pups showed decreased plasma corticosterone 30-40 minutes after the
second intruder session, lasting throughout life. Male and female pups had increased
juvenile anxiety. Male pups had increased anxiety, decreased cognitive performance
and increased response to repeated psychological stress in adulthood. Maternal care
quality was frequently associated with reduction better outcomes in the offspring.

Maternal anxiety was found to be correlated to deleterious outcomes in the offspring.

The intervention proved to be a consistent model of early violent environment,

showing strong construct validity, face validity and predictive validity.

Keywords: exposure to violence; neonatal environment and offspring development;

juvenile anxiety; cognitive development; animal model for early violent environment.
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ANOVA Analisys of Variance (Analise de Variancia)
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Freq.
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pH
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Nivel critico estatistico
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Statistical Package for the Social Sciences (Pacote Estatistico
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Estatistica do teste t de Student ou do teste da menor diferenca
significativa de Fisher

Fator de Necrose Tumoral Alfa

Estatistica to teste de Wilcoxon-Mann-Whitney
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1. FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1  EXPOSICAO A VIOLENCIA DOMESTICA

Atos violentos entre parceiros sexuais e dentro do contexto familiar estdo
presentes na sociedade humana desde seu inicio. Embora a violéncia doméstica seja
algo que acompanha a sociedade humana, o seu impacto no desenvolvimento infantil
s6 comecou a ser estudado de forma objetiva a partir da década de 60, quando uma
série de estudos na area comeca a ser publicada (KEMPE et al., 1962; BARTA e
SMITH, 1963; CURTIS, 1963; FONTANA et al., 1963; LEIKIN e GUIN, 1963; TELFER
et al., 1963; TENBENSEL, 1963; BLOOM, 1964; FONTANA, 1964; GODFREY, 1964,

GALDSTON, 1965).

Violéncia é definida pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como:

A ameaca ou uso efetivo, intencional, de forca ou poder fisico, contra um
individuo, grupo ou comunidade, que resulte, ou tenha alto risco de resultar,
em lesdo, morte, dano psicolégico, dano ao desenvolvimento ou privagdo
(OMS, 2014).



A definicdo de exposicao infantil a violéncia doméstica tem sido discutida, no
entanto até o presente momento ndo existe uma definicdo padronizada. Embora ndo
haja consenso, a maior parte dos pesquisadores concorda que houve exposicao
infantil a violéncia domeéstica quando uma crianca vé, ouve, esta diretamente
envolvida ou experiéncia 0s momentos posteriores ao abuso fisico, psicolégico ou

sexual entre seus cuidadores (EVANS et al., 2008).

Segundo a OMS a violéncia em si pode ser considerada um problema de saude
publica, visto seu impacto sobre o bem-estar fisico e mental dos envolvidos (OMS,
2002). Embora a OMS apresente 0s maus tratos infantis e a violéncia contra a mulher
como situacles distintas em termos de estatistica, na pratica elas andam juntas
(EDLESON, 1999). De acordo com a OMS maus tratos infantis incluem todas as
formas de violéncia fisica, emocional e sexual exercidas em direcdo a uma crianca,

além de negligéncia e exploracdo (OMS, 2015).

1.1.1. Epidemiologia

O numero real de familias afetadas pela violéncia doméstica é dificil de avaliar.
No entanto, alguns bancos de dados podem fornecer uma ideia da extensdo do
problema. Utilizando o banco de dados do Sistema Unico de Salde, DATASUS,
buscando estatisticas do atendimento de casos de violéncia tendo a mulher como
vitima, entre os anos de 2009 e 2014, obtemos um total de 480 mil casos, sendo 300

mil ocorridos dentro na prépria residéncia (Tabela 1).



Local de

Ano Total Residéncia Hablta_gao Escola pratica B'ar_ou Via publica Come_ruo/
Coletiva R Similar Servigos
esportiva

2009 24.135 13.853 118 334 47 313 3.054 243
2010 43.620 26.021 226 636 102 718 6.079 547
2011 70.734 44.314 355 963 187 1.347 9.530 921
2012 108.667 68.006 518 1.609 251 1.786 15.089 1.610
2013 127.428 81.255 678 1.982 282 2.229 17.453 1.732
2014 105.734 67.190 545 1.556 257 1.928 14.927 1.630
Total 480.318 300.639 2.440 7.080 1.126 8.321 66.132 6.683

Tabela 1 — Violéncia doméstica, sexual e outras entre 2009 e 2014 contra a mulher em diferentes locais.
Fonte DATASUS.

Utilizando-se como base o banco de dados da OMS, podemos encontrar que
30% das mulheres entre 15 e 69 anos, em escala global, ja foram vitimas de violéncia
doméstica. Considerando as faixas etarias em que ha maior probabilidade de se ter

filhos ainda crianca, encontramos uma taxa meédia de 33,13% entre 15 e 44 anos

(Tabela 2).
Faixa Etaria (anos) Percentual (%)
15-69 (total) 30
15-19 29,4
20-24 31,6
25-29 32,3
30-34 31,1
35-39 36,6
40-44 37,8
45-49 29,2
50-54 25,5
55-59 15,1
60-64 19,6
65-69 22,2

Tabela 2 — Percentual de mulheres vitimas de violéncia conjugal em diferentes idades — Fonte

Organizacdo Mundial de Saude.



As estatisticas Brasileiras segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) mostram que no Brasil, em 2010, havia cerca de 14 milhdes de
criangas vivas entre 0 e 4 anos, 15 milhdes entre 5 a 9 anos e 17 milhdes entre 10 e

14 anos (Tabela 3).

Faixa Etdria 1970 1980 1991 2000 2010
0a4anos 13.811.806 16.423.700 16.521.114 16.375.728 13.796.159
5a9anos 13.459.508 14.773.741 17.420.159 16.542.327 14.969.375

10 a 14 anos 11.859.119 14.263.322 17.047.159 17.348.067 17.166.761

Tabela 3 — Estatistica do nimero de criancas por faixa etaria no Brasil de 1970 a 2010 segundo o IBGE.

Com base nas informagdes acima, podemos estimar, grosseiramente, que no
Brasil temos cerca de 13,5 milhfes de criangas sendo expostas ou em risco de serem
expostas a um ambiente doméstico violento. Se reduzirmos os efeitos do ambiente
violento durante o desenvolvimento infantil apenas aos fatores de longo prazo, termos
uma parcela consideravel da populacao sob risco aumentado de desenvolver doencas
cronicas como diabetes tipo 2, doenca coronariana e sindrome metabdlica (GILBERT

et al., 2015).

1.1.2. Impacto sobre o desenvolvimento

O interesse pelo impacto da exposi¢cao a violéncia doméstica sobre a crianca
vem aumentando nos ultimos dez anos. Inicialmente a crianca era vista como
desconectada da disputa entre seus cuidadores, sendo frequentemente rotulada como
testemunha silenciosa (MCINTOSH, 2002). No entanto, diversos estudos apontam
para uma ligagdo direta entre a violéncia doméstica e o abuso infantil (EDLESON,
1999; GUILLE, 2004; CONNELLY et al., 2006). Dessa forma, a crianca exposta a

violéncia doméstica ndo € apenas um expectador, sendo afetado direta e



indiretamente pelo contexto. Apenas observar um de seus cuidadores sofrer abuso
fisico, moral ou sexual pode ser considerado uma forma de abuso emocional, levando
essa crianca a ter que racionalizar essa experiéncia e tentar encontrar formas de
escapar do contexto aversivo de um ambiente violento (EVANS et al., 2008; HOLT et

al., 2008).

Além da observacao direta, alguns autores consideram como exposicdo a
violéncia domeéstica ouvir a discussdo entre os cuidadores ou estar envolvido na
atmosfera pds disputa, como visualizar danos a estrutura fisica do ambiente bem

como ao corpo fisico dos cuidadores (CUNNINGHAM e BAKER, 2004).

Dificilmente os efeitos especificos da exposicéo a violéncia doméstica podem
ser medidos, uma vez que existe uma forte relacao entre violéncia entre os cuidadores

e abuso infantil, seja fisico, emocional ou sexual (KELLOGG e MENARD, 2003).

Além do impacto direto da exposicdo a violéncia doméstica, alteracbes da
qualidade do cuidado parental oriundo dos efeitos da violéncia doméstica sobre a méae
podem ter um impacto significativo sobre a crianca. Um grande nimero de evidéncias
apontam para um comprometimento da capacidade de ambos os pais em anteder as
necessidades da crianca em lares violentos (GERLSMA et al., 1990; LEVENDOSKY
e GRAHAM-BERMANN, 2001; MCINTOSH, 2002; BUCHBINDER, 2004; MEZULIS et
al., 2006; PEEK-ASA et al.,, 2007; BENJET et al., 2010; PESONEN et al., 2010;

SAMUELSON et al., 2012).

Buscando avaliar o impacto da exposicdo a violéncia doméstica sobre o
desenvolvimento, independentemente de fatores especificos como natureza do

abuso, intensidade, frequéncia e duragcdo dos eventos violentos, as consequéncias



mais comumente reportadas se enquadram em trés categorias: comportamental e

emaocional, cognitivo e atitudinal e consequéncias a longo prazo (EDLESON, 2004).

Os desfechos comportamentais mais comuns estdo relacionados com a
externalizacdo — agressividade, violacao de regras e impulsividade — ou internalizacéo
— ansiedade, depressédo e oscilacbes de humor. Os desfechos cognitivos sdo mais
comumente evidenciados como dificuldades de aprendizado e de socializacdo na
escola. A longo prazo as consequéncias estdo associadas com depressao, baixa
autoestima, abuso de substancias (EDLESON et al., 2007) e risco aumentado para o

desenvolvimento de doengas cronicas (GILBERT et al., 2015).

Embora o niumero de estudos abordando os efeitos do ambiente violento sobre
o desenvolvimento psiquico, fisico e cognitivo da crianca venha aumentando, pouco
se sabe sobre os mecanismos que levam a tais efeitos (CARPENTER e STACKS,
2009). E de comum acordo entre os autores que o estudo da exposi¢do a violéncia
doméstica apresenta muitos desafios (LEVENDOSKY e GRAHAM-BERMANN, 2001;
MCINTOSH, 2002; KELLOGG e MENARD, 2003; CUNNINGHAM e BAKER, 2004;
CONNELLY et al., 2006; EDLESON et al., 2007; EVANS et al., 2008; CARPENTER e
STACKS, 2009; GILBERT et al., 2015). Dentre as principais dificuldades estdo a
auséncia de uma definicdo padrdo de exposicdo a violéncia (EVANS et al., 2008), a
imprecisdo e falta de padronizacdo dos instrumentos de avaliacdo (EDLESON et al.,
2007), a associagao da intensidade da exposi¢do com os desfechos (EDLESON et al.,
2008) e a falta de informacdo sobre os mecanismos que levam aos desfechos
(CARPENTER e STACKS, 2009). Todos séo desafios comuns de quando se trabalha
com amostras humanas. Até 0 momento néao existem modelos animais desenvolvidos

com o objetivo especifico de se avaliar o efeito do ambiente violento sobre o

6



desenvolvimento da crianca. Os modelos normalmente utilizados estédo relacionados
com modelos de variacdo do ambiente perinatal, mais comumente modelos de

estresse perinatal de diferentes origens (CARPENTER e STACKS, 2009).

1.2 MODELOS ANIMAIS DE VARIACAO DO AMBIENTE NEONATAL

Uma série de modelos animais tem sido utilizados com o objetivo de se avaliar
os efeitos das variacbes do periodo perinatal sobre o desenvolvimento da prole.
Baseados principalmente em roedores — ratos, camundongos e voles — com alguns
modelos em primatas ndo humanos, exploram as caracteristicas peculiares desse
momento determinante para o desenvolvimento dos mamiferos (MACRI e WURBEL,

2007; MACRI et al., 2011).

1.2.1. Periodo perinatal

Ao longo do processo evolutivo alguns grupos de animais, em especial aves e
mamiferos, desenvolveram estratégias de sobrevivéncia complementares e
alternativas a estratégia vigente de procriar em grandes numeros e curtissimos
espacos de tempo, assumindo novas raz0es energia gasta/sucesso reprodutivo
(KLUG e BONSALL, 2014). As proles sao relativamente menores do que as de outros
animais, no entanto, o emprego do cuidado parental funciona como uma forma
adicional de garantir a sobrevivéncia do individuo e o sucesso da espécie (ALONSO-
ALVAREZ e VELANDO, 2012) . Os ratos e humanos estdo entre os principais
exemplos, uma vez que sdo animais altriciais: nascem com sistemas motor pouco
ativo (apresentam relativa imobilidade) e sensorial pouco desenvolvido(baixa audicéo
e visdo) dependendo do cuidado parental para obter alimento e regular a temperatura

corporal (TEODOROV et al., 2010; LOMANOWSKA e MELO, 2015).



O periodo de tempo que circunda o nascimento, compreendendo gestacéo e
lactacdo, é chamado de periodo perinatal, variando muito sua duracao entre diferentes
espécies, estando bem caracterizados em ratos (FERREIRA et al., 2015). Constitui
um periodo critico no qual as experiéncias vividas pelo animal irdo influenciar de forma
definitiva seu desenvolvimento e suas caracteristicas morfofisioloégicas e

comportamentais quando jovem e adulto (RAINEKI et al., 2009).

O periodo perinatal pode ser dividido em duas partes: pré-natal, que se refere
ao periodo gestacional, ou anterior ao hascimento; e o periodo neonatal, dias iniciais
pos-nascimento em que ha lactacdo. As intervencdes de interesse para o0 presente
trabalho sdo aquelas ocorridas no periodo neonatal, em que o animal se encontra sob

os cuidados da genitora.

O cuidado parental € essencial durante o periodo neonatal, sendo que as
experiéncias vividas pelos genitores podem alterar o cuidado para com a prole,
funcionando como uma via de informacéo do contexto externo para os filhotes (MACRI
e WURBEL, 2007; MOLES et al., 2008). As alteracdes do cuidado parental por sua
vez induzem a alteragdes significativas no desenvolvimento do filhote, como uma
tentativa de preparar o animal para o ambiente no qual ele ir4 viver. A adaptacéo
desse animal, no entanto, dependera de fatores como o ambiente continuar o mesmo
que o encontrado durante o desenvolvimento e do organismo desse animal ter
interpretado corretamente as dicas passadas através do cuidado parental (LIU et al.,

1997; WURBEL, 2001; MACRI et al., 2011).

Durante o periodo neonatal, o filhote apresenta uma biologia diferenciada,

sendo esta 0 substrato sobre o qual irdo atuar possiveis intervencgdes, gerando



modificacdes a longo prazo. Como citado anteriormente, ratos sdo animais altriciais:
capacidade de locomocao extremamente reduzida, audicdo ineficiente, olhos
fechados e sistema nervoso imaturo, sendo o tato, o olfato e as vocalizacbes as
principais formas de interacdo com o mundo (TEODOROV et al., 2010;
LOMANOWSKA e MELO, 2015). Uma caracteristica marcante da fisiologia do
neonato € a hiporresponsividade ao estresse, traduzida por uma resposta inexistente
ou atenuada do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA) a estimulos normalmente
considerados estressores para animais jovens e adultos (LEVINE, 1957; LEVINE,

1962; LEVINE, 2001).

1.2.2. Eixo hipotadlamo-hipo6fise-adrenal

O hipotadlamo € o regulador central do sistema endocrino. As informacdes do
estado homeostético da periferia juntamente com informac¢des emocionais oriundas
do sistema nervoso central sdo projetadas para 0s nucleos hipotalamicos. Em
resposta a alteragdes na homeostase e no estado emocional do animal, o hipotalamo
secreta neurormonios para os dois lobos da hipofise (MOLINA, 2012; MCEWEN et al.,

2015).

De forma geral, o hipotalamo coordena a manutengdo da homeostase através
de eixos de comunicac¢do hipotadlamo-hipéfise-glandula alvo. Os eixos sdo compostos
pelos neurdnios de um ou mais nucleos hipotalamicos em comunicag¢ao com a hipofise
que, por sua vez, responde com a liberacdo ou inibicdo da liberagcdo de hormonios

gue medeiam a comunicacdo com a glandula alvo (CINGOLANI e HOUSSAY, 2004).

No contexto do eixo HHA e da resposta a um evento estressor a comunicacao

se da com o lobo anterior da hipofise, através da secrecdo do fator liberador de



corticotrofina (CRF) na circulacao porta-hipofisaria pelos neurénios parvocelulares do
nacleo paraventricular (NPV) do hipotalamo. Em resposta, a hipofise libera na corrente
sanguinea o hormdnio adrenocorticotrofico (ACTH), que estimula o coértex das
glandulas suprarrenais a produzirem glicocorticoides. A producéao de glicorticoides se
da de forma autorregulada: por serem lipofilicos atravessam facilmente a barreira
hematoencefalica se ligando a receptores intracelulares em estruturas centrais
(hipocampo e o proprio hipotalamo), inibindo a liberacédo de CRF e ACTH. Por serem
horménios multifuncionais e com diferentes acdes quando liberados de forma aguda
ou crbnica, a regulacao fina do eixo HHA é essencial para manutencao da homeostase
e da resposta adaptativa ao estresse (CINGOLANI e HOUSSAY, 2004; RODRIGUES

et al., 2005).

Embora os componentes classicos do eixo HHA sejam CRF-ACTH-
glicocorticoides, inUmeras moléculas participam da sua regulacao. Dentre elas sédo de
grande importancia a arginina-vasopressina (AVP), citocinas como a interleucina-1
(IL-1), 6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), noradrenalina, oriunda do
locus coeruleus (LC), substancia P, horménio estimulador de melandcitos alfa (o-
MSH), prolactina, ocitocina, dentre outros (RODRIGUES et al., 2005; NUNES, 2008;

MCEWEN et al., 2015).

Além de inimeras moléculas, diversas estruturas estao envolvidas na resposta
e regulacéo do eixo-HHA, sendo de grande importancia o hipocampo, por ser um local
de retroalimentacéo dos glicocorticoides capaz de responder as variagdes circadianas
(NUNES, 2008), e o locus coeruleus, fonte de noradrenalina e retro alimentador
positivo nos estagios iniciais da resposta de estresse, para que essa reposta possa
ser estruturada corretamente (RODRIGUES et al., 2005; MCEWEN et al., 2015).

10



1.2.3. Reposta de estresse

s

A resposta aos eventos estressores € caracterizada pela mobilizacdo de
multiplos mecanismos biolégicos em resposta a um evento ou estimulo que ameace
a homeostase (GOLDSTEIN e KOPIN, 2007). Durante muito tempo se sugeriu que a
essa resposta tivesse o papel de restabelecer a homeostase, no entanto, atualmente
se sugere que esse processo biolégico estabelece um novo estado homeostéatico no
qual a presenca do evento/estimulo estressor é considerada levando a um estado de
alostase. Esse estado alostatico, em que ha um gasto aumentado de recursos para
se manter o funcionamento do organismo, perdura enquanto houver o estimulo

estressor (GOLDSTEIN, 2010).

Com o objetivo de superar 0 evento/estimulo estressor a resposta de estresse
se da de forma altamente organizada, com a ativacdo de diversos mecanismos
efetores, como o eixo HHA e mediadores da resposta imune, levando a alteracdes do
metabolismo energético, dos processos cognitivos, emocionais e de diversos
comportamentos, como sexual, alimentar e social (MCEWEN et al., 2015). No entanto,
em algumas situacdes, a resposta de estresse pode se dar de forma desestruturada,
em especial quando presente de forma crénica, levando ao surgimento de processos

patologicos (GOSHEN e YIRMIYA, 2009).

1.2.4. Periodo de hiporresponsividade ao estresse

Em ratos, o periodo compreendido entre o 2° e 0 14° dia de vida pos-natal
(embora haja controvérsias quando aos dias de inicio e fim) é conhecido como periodo
hiporresponsivo ao estresse, no qual se da a maturacéo do eixo hipotalamo-hipéfise-

adrenal. Durante este periodo a resposta das suprarrenais ao estresse € minima ou
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inexistente e os glicocorticoides circulantes estdo muito reduzidos (LEVINE, 1962;
LEVINE, 2001; VARGA et al., 2013). Esse periodo também é caracterizado por baixos
niveis de CRF hipotalamico e ACTH hipofisario. A manutencao da inatividade desse
sistema depende, em grande parte, de fatores relacionados ao cuidado materno
(WALKER et al., 2004). As experiéncias as quais os filhotes sdo submetidos nesse
periodo influenciam a regulacéo e os padrdes de resposta desse eixo, com efeitos na
vida adulta do animal (PADOIN et al., 2001; MEANEY e SZYF, 2005; VETULANI,

2013; PERKEYBILE e BALES, 2015).

1.2.5. Experiéncias no periodo neonatal e o desenvolvimento da prole

A nocdo de que as experiéncias no periodo neonatal podem influenciar o
comportamento e a fisiologia do adulto j& vem de muito tempo, datando do inicio do
século XX com as sugestdes de Freud de que a neurose advinha de experiéncias da

infancia (FREUD, 1918).

A partir de meados do mesmo século o tema comecgou a atrair interesse da
comunidade cientifica e evidéncias experimentais comecaram a ser publicadas em
maior numero (WEININGER, 1954; LEVINE, 1957; LEVINE et al.,, 1957; LEVINE,
1962). A partir de entdo inUmeras evidéncias dao suporte e descrevem a influéncia
das experiéncias no periodo neonatal sobre o repertério comportamental e a
homeostasia do adulto nas mais diversas espécies: passaros (GROOTHUIS e
CARERE, 2005); porcos-da-india (HENNESSY et al., 2006), ratos (PADOIN et al.,
2001; CIRULLI et al., 2009; RAINEKI et al., 2009; DA SILVA BENETTI et al., 2014),

camundongos e primatas ndo-humanos (CIRULLI et al., 2009).
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Os modelos animais que visam estudar como o ambiente neonatal pode
influenciar o desenvolvimento do animal podem ser divididos, de forma geral, em dois
tipos de intervencdo: moderada e severa. Como exemplos de intervencdes
moderadas temos o forrageamento! sob condi¢des de desafio moderado (MACRI e
WURBEL, 2007) e o procedimento conhecido por gentling, handling ou manipulagéo,
primeiramente descrito por Otto Weininger na década de 50 (WEININGER, 1954) e

Seymour Levine (LEVINE, 1957; LEVINE et al., 1957).

Dentre as formas de intervencdo severa temos o forrageamento sob alta
demanda (MACRI e WURBEL, 2007), separacdo maternal prolongada e privacao
materna (MACRI et al., 2004; RUEDI-BETTSCHEN et al., 2004; BENETTI et al., 2009)
e exposicdo a altos niveis de corticosterona (YORTY et al., 2004). As intervencdes
moderadas e severas diferem ndo apenas na intensidade da intervencdo, mas
também quanto a resposta ao estimulo e ao desfecho no repertério comportamental
e fisioldgico do animal ainda quando filhote e também na idade jovem e adulta (MACRI

et al., 2011).

Dentre os principais paradigmas de intervencdes neonatais severas estdo a
separacdo maternal prolongada, 3 a 6 horas diarias por uma ou duas semanas
(MACRI et al., 2004; RUEDI-BETTSCHEN et al., 2004; BENETTI et al., 2009) e a
privacdo materna, uma Unica separacdo de 24h durante a segunda semana de vida
(MACRI e LAVIOLA, 2004). Os animais submetidos a esses protocolos mostram uma

resposta aumentada a eventos estressores e ao medo quando adultos (HUOT et al.,

1 No caso de roedores, e no contexto apresentado, consiste na saida da mae do ninho para a busca de
alimento.
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2004; MACRI e LAVIOLA, 2004), aumento na expressao e liberacdo de CRF no
hipotalamo, aumento dos niveis ACTH circulante e consequente producao aumentada
de corticosterona (MACRI et al., 2004; LIPPMANN et al., 2007; VETULANI, 2013;
MARCO et al., 2015). Apresentam também expresséao cortical reduzida de receptores
de glicocorticoides (GR) (HUOT et al., 2004), menor mobilidade na tarefa de nado
forgcado, um indicador de depresséo (LEE et al., 2007), e desempenho reduzido em
tarefas de memaria dependente de hipocampo, como o labirinto aquatico de Morris

(HUQOT et al., 2002).

1.2.6. Comportamento agressivo maternal evocado por um macho intruso —

construindo o modelo de ambiente violento precoce

O protocolo de estresse social com macho intruso durante a lactacdo explora
uma caracteristica biolégica da genitora que é o aumento da agressividade durante
este periodo. O comportamento agressivo maternal € definido como o padrédo de
agressividade apresentado pela genitora frente a um macho intruso desconhecido,
com o objetivo de proteger sua prole (ERSKINE et al., 1980; DE ALMEIDA et al.,
2014). O conjunto de respostas que a genitora apresenta frente a um macho intruso,
consiste em comportamentos defensivos, como ataques frontais, e ofensivos, como
mordidas e ataques laterais (BLANCHARD e BLANCHARD, 1984). Considerando a
conduta proativa da genitora em iniciar 0 comportamento agressivo rapidamente,
antes mesmo do intruso se aproximar do ninho, 0 comportamento agressivo maternal

pode ser definido como sendo de natureza ofensiva (DE ALMEIDA et al., 2014).

A ocorréncia do comportamento agressivo maternal acompanha a dos

comportamentos de cuidado maternal. Inicia-se ao final da gestacao, tendo seu pico
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em torno do dia do parto e permanecendo elevado por aproximadamente duas
semanas, seguindo-se um declinio em dire¢cdo ao desmame (FERREIRA et al., 2002).
O comportamento agressivo-maternal estd diretamente relacionado ao
comportamento maternal, sendo dependente da estimulacdo sensorial vinda da

presenca do filhotes (FERREIRA e HANSEN, 1986; DESCHAMPS et al., 2003).

Assim como os filhotes, fémeas lactantes sdo hiporresponsivas ao estresse
(LIGHTMAN e YOUNG, 1989; WALKER et al., 2004), enfatizando a importancia
biolégica de que os filhotes ndo tenham niveis significativos de glicocorticoides
circulantes, uma vez que esses horménios podem ser passados a prole através da
lactagdo (MACRI et al., 2011). No entanto, se 0 estressor ameagar diretamente os
filhotes, a mae passa a ser capaz de montar uma resposta aguda ao estresse com
aumento de CRF no NPV, ACTH e corticosterona circulante (DESCHAMPS et al.,

2003).

A provocagéo social pela intrusdo de um macho desconhecido no ninho de
uma fémea lactante, € uma forma bem caracterizada de estresse social (DA VEIGA et
al., 2007; DA VEIGA et al., 2011). Esse modelo € utilizado para avaliar comportamento
agressivo frente a um animal desconhecido. Pelo fato dos machos intrusos
apresentarem risco para a prole (MENNELLA e MOLTZ, 1988), esse modelo tem sido
usado como forma de avaliar a responsividade ao estresse das maes em paradigmas
de ameaca aos filhotes, sendo este um modelo capaz de elicitar uma resposta
pronunciada ao estresse na mae (DESCHAMPS et al., 2003). No entanto, esse

paradigma foi pouco explorado do ponto de vista do efeito sobre os filhotes.
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Os protocolos de provocacédo social com macho intruso descritos na literatura
variam. Normalmente a intervencéo é feita no ciclo escuro, utilizando-se um macho
menor do que a fémea lactante por um periodo de tempo determinado em um ou mais

eventos (DA VEIGA et al., 2007; DA VEIGA et al., 2011; CARINI et al., 2013).

O protocolo previamente utilizado em nosso laboratério consistia em, no quinto
dia de vida pés-parto, colocar um macho adulto dentro da caixa moradia, contido em
uma caixa de acrilico, por 5 minutos. Apds essa fase de provocacdo, um segundo
macho, agora em idade juvenil, menor do que a fémea, era colocado na caixa, sem
nenhuma protec¢ao, sempre no ciclo escuro (DA VEIGA et al., 2011). O objetivo dessa
intervencao foi provocar uma reposta agressiva por parte da genitora no intuito de
avaliar os mecanismos neurais da agressividade maternal (DA VEIGA et al., 2007; DA

VEIGA et al., 2011).

Um segundo protocolo, disponivel na literatura, consiste em introduzir um
macho menor ou igual a fémea durante 1 hora, diariamente, do dia 2 ao 16 de vida
pds-parto, no entanto 0 autor ndo descreve se a intervencao € feita no ciclo claro ou

escuro (CARINI et al., 2013).

Um terceiro protocolo foi utilizado para experimentar o estresse neonatal sobre
comportamento social. Nesse protocolo, primeiramente um macho adulto dentro de
uma caixa de acrilico é utilizado como provocador, por 5 minutos. Apés 5 minutos de
intervalo, um macho juvenil é inserido na caixa por 10 minutos. As intervenc¢des foram

feitas nos dias 2 e 5 de vida pos-natal, durante o ciclo escuro (HENRIQUES, 2014).

Ao se desenvolver um modelo animal para o estudo do ambiente violento sobre

o desenvolvimento da prole, ndo apenas os filhotes sdo importantes, mas também as
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alteracdes na genitora. Considerando-se a dinamicidade do comportamento maternal,
o momento de intervencdo deve ser cuidadosamente definido. Como ratos séo
animais noturnos, o ciclo escuro € o momento de maior atividade da genitora. Durante
o ciclo escuro ocorre menor interacdo com os filhotes, como amamentacéao e lambida,
passando a fémea mais tempo afastada forrageando (JENSEN PENA e

CHAMPAGNE, 2013).

Dessa forma, especulamos que a probabilidade de uma fémea de roedor em
seu habitat natural encontrar um macho adulto desconhecido deva ser maior no ciclo
noturno, estando ela mais preparada para esse encontro nesse periodo
(DESCHAMPS et al., 2003). De forma complementar, nas primeiras horas do ciclo
claro, temos o periodo de maior contato da genitora com seus filhotes. A genitora
permanece no ninho, frequentemente apresentado comportamentos maternais tidos
como de alta qualidade, como amamentacdo com dorso arqueado e lambida ano-
genital (JENSEN PENA e CHAMPAGNE, 2013). Sendo este 0 momento em que a
genitora se encontra reclusa em seu ninho, acreditamos ser um periodo em que ela
ndo espera encontrar um macho adulto desconhecido. De fato, o horario de encontro
com o intruso é determinante no tipo de resposta que a genitora ira apresentar.
Encontros durante o ciclo claro tem maior efeito estressor do que encontros no ciclo

escuro (DESCHAMPS et al., 2003).

Um segundo fator a ser considerado € o tamanho do macho a ser utilizado
como intruso (ERSKINE et al., 1978). Para garantir um impacto consistente sobre a
genitora e a ninhada, um macho adulto, mais pesado do que a fémea € a op¢ao mais
adequada, pois um macho adulto consiste em uma ameaca real para a prole

(DESCHAMPS et al., 2003).
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Segundo Blanchard e Blanchard, existe uma forte necessidade de se ligar a
ciéncia basica com ciéncia aplicada. Embora o conhecimento puro acabe trazendo
ganhos para a vida humana, devemos superar o ceticismo e o medo de desenvolver
novos modelos e técnicas de estudo que sejam mais aplicadas. Ainda nas palavras
dos Blanchard, agressividade e violéncia sado especialmente adequadas para o estudo
translacional, uma vez que caracterizam um comportamento evolutivo, fortemente
conservado em diferentes espécies, ndo sendo apenas um conceito criado por
cientistas e fildsofos. Nao se espera que um modelo animal traga a total compreenséao
da situacdo humana sendo modelada, nem que seja a exata cépia. No entanto o
correto desenho experimental e avaliacdo dos resultados pode trazer luz ao
entendimento do processo humano, no momento em que passamos a considerar uma
continuidade evolutiva entre os comportamentos animais e humanos (BLANCHARD e

BLANCHARD, 1984).

Considerando que as altera¢cdes do desenvolvimento causados pela exposicéo
a violéncia doméstica nao sejam uma disfuncdo e sim um fenétipo comportamental
alternativo que é ineficiente no contexto social de uma escola ou sociedade moderna,
sugerimos que o uso de um ambiente semelhante em roedores possa trazer luz aos
diversos desafios de se estudar a exposi¢cdo a violéncia em humanos. Esperamos
encontrar uma programacao pelo ambiente violento, conservada entre espécies de

mamiferos, confirmado a validade de construto de um modelo animal.

Embora o termo violéncia seja essencialmente humano, optamos por
emprega-lo no modelo uma vez que a condicdo sendo modelada € a condicdo humana
de exposicdo a violéncia. Dessa forma a terminologia ambiente violento e grupo

violéncia, se refere aos animais que foram submetidos a intervencao que, no contexto
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do presente trabalho, esperamos modelar a condicdo humana de exposicdo a

violéncia.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo da presente tese foi avaliar o uso do estresse social com macho
intruso durante a lactacdo como um modelo de ambiente violento precoce com

validade de construto, validade aparente ou de face e validade preditiva.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. Avaliar o efeito agudo da intervencédo sobre a genitora e sua prole

(Experimento 1)

Quantificar a concentragéo plasméatica de horménios relacionados ao estresse
e cuidado maternal, especificamente corticosterona, ocitocina e prolactina na genitora

apos a segunda intervengdo com macho intruso.

Quantificar a concentragdo plasmatica de horménios relacionados ao estresse
e vinculo com a genitora, especificamente corticosterona, ocitocina e prolactina, nos

filhotes apOs a segunda intervencdo com macho intruso.
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Avaliar o efeito do estresse social sobre o comportamento maternal da genitora
para com sua prole imediatamente ap0s a primeira e a segunda intervencdo com

macho intruso.

Verificar a relacdo entre o comportamento maternal, agressivo maternal e as

alteracdes hormonais da genitora e da prole através de estudos de correlacdo.

2.2.2. Avaliar o efeito da intervencéao repetida sobre o comportamento maternal
e agressivo maternal

(Experimento 2)

Quantificar o comportamento agressivo da genitora contra o intruso a cada

intervencao.

Avaliar o efeito do estresse social com macho intruso sobre o comportamento
maternal da genitora para com sua prole imediatamente apés cada intervencéo e 7

horas ap6s o inicio do ciclo claro.

2.2.3. Avaliar o efeito da intervencédo sobre a prole a médio prazo

(Experimento 2)

Avaliar o efeito do estresse social com macho intruso durante a lactacéo sobre
0 estado basal de ativagao do eixo HHA nos filhotes machos e fémeas quando juvenis

(28 dias de vida).

Avaliar o efeito do estresse social com macho intruso durante a lactacéo sobre
o comportamento semelhante a ansiedade nos filhotes machos e fémeas quando

juvenis (29 dias de vida).
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2.2.4. Avaliar o efeito da intervencéao sobre os filhotes machos alongo prazo

(Experimento 3)

Avaliar o estado de ativacao do eixo HHA em estado basal e mediante estresse

psicoldgico repetido nos filhotes machos quando adultos, controles e violéncia.

Avaliar o comportamento semelhante a ansiedade em filhotes machos quando

adultos, controles e violéncia.

Medir a capacidade cognitiva, especificamente memaria espacial de trabalho
e memoéria de reconhecimento de curta duracdo, em filhotes machos quando adultos

controles e violéncia.

Avaliar o efeito do estresse social com macho intruso durante a lactacdo sobre

o desenvolvimento corporal dos filhotes machos da idade juvenil até a idade adulta.
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3. MATERIAIS E METODOS

O projeto para execucao dos experimentos que sdo descritos na presente tese
foi apresentado a comissao de ética em pesquisa do Programa de P6s-Graduacdo em
Ciéncias Bioldgicas: Fisiologia, sendo aprovado pela mesma. Posteriormente o projeto
foi submetido a apreciacdo pelo Comité de Etica para Uso de Animais da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, CEUA, sendo aprovado pelo mesmo sob numero

21887, conforme apresentado na carta de aprovacao (ANEXO B).

3.1 ANIMAIS

Ratos Wistar, machos e fémeas com 40 dias, foram obtidos do Biotério central
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, sendo transportados ao ratario setorial
do laboratério de Neuroendocrinologia do Comportamento. Os animais foram
acondicionados em grupos de 4 por caixa (65 x 55 x 25 cm) sendo que cada caixa

abrigou animais do mesmo género.

As condi¢cdes ambientais do biotério setorial foram mantidas em 22+1°C de

temperatura, ciclo claro escuro 12-12h e comida e agua ad libitum (NUVILAB CR-1).
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3.2 QUARENTENA

Os animais foram habituados ao novo ambiente por 40 dias. Durante o periodo
de quarentena os animais ndo sofreram nenhuma intervencdo além das trocas de
maravalha para manter o ambiente limpo e da reposicdo de comida e agua. As trocas
foram feitas 2 vezes por semana pelos proprios experimentadores. Durante as trocas
as condicOes gerais de saude dos animais foram avaliadas. O aspecto das fezes,
integridade da pele, desenvolvimento corporal e marcas de estresse como
vermelhiddo periocular foram observadas. Em caso de indicativo de alteracdo de

algum dos parametros anteriores, o animal era retirado do experimento.

3.3 DETERMINACAO DA FASE DO CICLO ESTRAL DAS FEMEAS

A determinacdo do ciclo estral nas fémeas consistiu em coletar o lavado
vaginal com salina e analisar os tipos celulares presentes. Para isso introduzimos um
conta-gotas na abertura vaginal das fémeas, lavando o canal vaginal com salina e
coletando novamente o produto da lavagem para analise dos tipos celulares em
microscépio Optico. A mesma técnica € utilizada para se evidenciar a presenca de

espermatozoides no lavado vaginal pés-cépula.

O conta gotas € esterilizado com alcool 70°GL antes e ap6s 0 uso em cada

fémea, evitando a passagem de eventuais microrganismos de um animal para o outro.

3.4 CRUZAMENTO

Como este trabalho visa avaliar o efeito de intervencdes pos-natais sobre o
cuidado maternal e desenvolvimento da prole, o procedimento mais adequado para

minimizar possiveis efeitos pré-natais sobre estas variaveis é efetuar o cruzamento
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dos animais no ratario setorial, apés periodo de quarentena. ApOs o periodo de
habituacdo, o ciclo estral das fémeas foi controlado diariamente, de acordo com
protocolo descrito no item anterior, sendo a fémea considerada apta para cruzamento

na noite do proestro do 3° ciclo regular.

Em uma caixa isolada, colocada em uma estante especifica para esse fim,
cada fémea foi colocada com apenas um macho sexualmente ativo, na noite do 3°
proestro regular. O comportamento sexual do casal € acompanhado por 30 minutos.
ApoOs constatada a receptividade da fémea por observacédo do comportamento sexual
em resposta as investidas do macho, ela permaneceu com ele até a manha do dia
subsequente. Foram consideradas prenhas as fémeas que apresentaram

espermatozoides no lavado vaginal.

3.5 ACOMPANHAMENTO DA GESTACAO

O dia 1 de gestacéo foi considerado o dia pos-cépula, na manha do qual houve

confirmacéo da prenhez pela avaliacdo de espermatozoides no lavado vaginal.

Apés a cépula o macho foi retirado da caixa e recolocado na sua caixa moradia.
A fémea foi avaliada para constatacédo da prenhez. Sendo confirmada a prenhez, a
fémea foi colocada em uma nova caixa moradia com outras fémeas com data de
prenhez semelhante (x1 dia). As caixas foram avaliadas visualmente duas vezes ao

dia com o objetivo de garantir um ambiente padronizado durante a gestacéao.
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3.6 ISOLAMENTO DA FEMEA E PARTO

Aos 19 dias de gestacdo a fémea foi isolada em uma nova caixa moradia
medindo 49 x 34 x 29 (C x L x A) contendo cinco litros de maravalha. A caixa é feita

de policarbonato transparente, o que permite o registro do comportamento maternal.

As caixas foram verificadas duas vezes ao dia para determinacéo da data de
parto. O dia do parto foi considerado o dia pds-natal O (DPN 0) para os filhotes e dia

pos-parto 0 para as genitoras (DPP 0).

3.7 PADRONIZACAO DAS NINHADAS

No dia de vida pos-natal 1 (DPN1) a caixa moradia foi retirada do ratario para
uma sala adjacente nas mesmas condicoes de luz e temperatura. A genitora foi
retirada da caixa moradia e colocada em uma caixa adjacente. Um pouco da
maravalha da caixa moradia foi colocada na caixa adjacente para conter o cheiro da
genitora e dos filhotes, minimizando os efeitos sobre a genitora. Sem tocar os filhotes
e o ninho, foi realizada uma contagem do namero de filhotes. Do topo da ninhada
foram retirados os animais excedentes, com o minimo de contato com os demais
filhotes. Cada ninhada deve permanecer com 8 filhotes. A genitora foi entdo devolvida
a caixa moradia e esta retornada ao seu local no ratario. O procedimento completo

durava menos de trés minutos.

3.8 TROCAS DE MARAVALHA

Para troca de maravalha nas caixas com filhotes, a caixa foi removida do local
de moradia até a mesa de trabalho dentro do ratario. A mée foi retirada para uma caixa

adjacente. Um pouco da maravalha da caixa moradia foi colocada na caixa adjacente
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para conter o cheiro da genitora e dos filhotes, minimizando os efeitos sobre a

genitora.

Toda a maravalha que néo faz parte do ninho foi removida e substituida por
maravalha limpa suficiente para completar o que foi retirado. Imediatamente apos a
troca a mae foi devolvida para a caixa moradia e essa foi reposta na estante no exato

local de origem.

Para animais ja desmamados, efetuamos a troca de aproximadamente 95%
da maravalha. No processo a caixa foi removida para a mesa de trabalho do biotério.
Um punhado de maravalha suja foi colocada em uma caixa com maravalha limpa.
Apos, os animais foram transferidos para a caixa limpa e devolvidos ao local original

na estante de biotério.

3.9 DESMAME

No vigésimo primeiro dia de vida pds-natal (DPN 21) os animais foram
desmamados. O procedimento consistiu em remover a caixa moradia para a mesa de
trabalho do biotério e isolar a mae em uma caixa adjacente. Apés, o género do filhote
foi determinado pela observacao da genitalia externa. Cada animal foi acondicionado
em nova caixa moradia com irmdos do mesmo género. Para ser considerada
adequada para o experimento, uma ninhada deve ter, pelo menos, 3 animais de cada

género.

A cauda dos animais foi marcada com caneta especifica para esse fim, com o
objetivo de identificagdo. Um mesmo animal & acompanhado pela sua identificagéo

por todo o experimento.
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3.10 INTERVENCOES

3.10.1. Controle

O grupo controle consiste em animais que sofreram apenas uma intervencao
no primeiro dia de vida para a padronizacdo da ninhada em 8 filhotes e foram
desmamados aos 21 dias de vida. Sofreram 3 trocas de maravalha antes do

desmame, no dia 11, 15 e 18 de vida pés-natal.

3.10.2. Macho intruso - ambiente violento

Para simular um ambiente aversivo/violento, exploramos uma caracteristica
natural de roedores que € o comportamento agressivo maternal frente a um macho
intruso (DE ALMEIDA et al., 2014). Para tanto, um rato macho adulto, pesando entre
330 e 410 gramas € introduzido por 5 minutos na caixa da fémea nos dias 3 e 5 ou 3,
5, 7 e 9 de vida pds-natal, sempre no ciclo claro, entre 3 e 4h apds o acendimento das
luzes. Um mesmo macho néo foi utilizado duas vezes na mesma caixa. Cada macho
foi utilizado até 4 vezes, com um periodo de 3 dias de descanso entre cada uso. O

macho pai da ninhada néo foi utilizado como intruso.

A provocacao social foi feita in loco. A caixa moradia ndo foi removida da

estante moradia para evitar alteracdes de comportamento por parte da fémea.
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3.11 REGISTROS COMPORTAMENTAIS

3.11.1. Registro de comportamento agressivo maternal

O comportamento da fémea genitora para com o macho intruso foi registrado
por filmagem continua durante todo o tempo de permanéncia do macho na caixa,

utilizando-se o sistema de registro descrito no ANEXO A.

3.11.2. Registro de comportamento maternal

O comportamento da fémea genitora para com sua prole foi registrado
imediatamente apos as intervencfes (com um horario equivalente nas ninhads
controles) e 7 horas apoés o inicio do ciclo claro. Os registros tém duracdo média de

30 minutos de filmagem continua.

3.12 PESAGEM DOS ANIMAIS

Para avaliar o desenvolvimento corporal dos filhotes, acompanhamos o ganho
de peso. Os animais foram pesados nos dias 25, 28, 30, 33, 36, 40, 45, 50, 55, 60, 65,
70, 80, 90, 100, 110 e 120 de vida pés-natal. Para executar a pesagem, a caixa
moradia dos animais foi movida para a mesa de trabalho dentro do ratario. Cada
animal da caixa foi entdo pesado utilizando-se como base um pote plastico contendo
maravalha. O peso foi entdo registrado em uma planilha de acompanhamento do

animal. Apds o término da pesagem a caixa moradia foi devolvida ao local de origem.

Também avaliamos o peso das genitoras nos dias 5 e 22 pos-parto, sendo que
em cada dia o conjunto de animais utilizados foi diferente. Para o dia 5 pesamos as
fémeas que foram coletadas no DPN5 e para o dia 22 pesamos as genitoras dos

animais dos experimentos 2 e 3 pos-desmame.
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3.13 COLETA DE AMOSTRAS

3.13.1. Sangue

As amostras de sangue foram obtidas apds decapitacdo por guilhotina ou, no
caso dos filhotes, tesoura especialmente designada para esse fim. O sangue troncular
foi coletado em tubo de vidro de 5 mililitros lavado em EDTA (Ethylenediamine
tetraacetic acid) 2,5 milimol/litro, contendo 25 microlitros de ETDA 0,5 mol/litro, para

uma concentracao final aproximada de 2,5 milimol de EDTA por litro de sangue.

O sangue dos filhotes de 5 dias foi coletado apds decapitacdo em tubo plastico

contendo 1 microlitro de EDTA 0,5 mol/litro.

3.13.2. Separacédo do plasma

Imediatamente ap0s a coleta, o sangue foi colocado em centrifuga
previamente refrigerada a 4 graus Celsius. O sangue foi centrifugado a 1200 x g por
10 minutos. O sobrenadante foi coletado em 3 tubos plasticos de 1,5ml colocando
aproximadamente 800 microlitros por tubo. O plasma foi congelado de forma rapida
em gelo seco e mantido la até ser transferido para armazenamento em Freezer 80

graus negativos.

O plasma dos filhotes de 5 dias seguiu 0 mesmo procedimento, no entanto o

sobrenadante rendeu aproximadamente 100 microlitros.
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3.14 DOSAGENS BIOQUIMICAS

3.14.1. Corticosterona

As concentracfes plasmatica de corticosterona livre e total foram medidas
através da técnica de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) com kits da

Cayman Biochemical® (catalogo 500655) seguindo-se as instru¢cdes do fabricante.

Para quantificacdo da corticosterona total as amostras passaram por um
processo de extracdo de fracao lipidica com o objetivo de solubilizar a corticosterona
ligada em proteinas carreadoras. Para extracdo da fracdo lipidica, foi utilizado o

protocolo proposto pelo fabricante.

Tanto as amostras extraidas quanto as amostras integras foram diluidas em

solucéo fornecida pelo fabricamte, de acordo com o quadro abaixo (Quadro 1).

Animal Diluicéo
Genitora DPN5 200 vezes
Filhotes DPN5 20 vezes
Filhotes DPN28 350 vezes

Filhotes DPN130 400 vezes

Quadro 1 — Diluicdo das amostras para quantificacéo de corticosterona por ELISA

3.14.2. Prolactina

A concentracao plasmatica de prolactina foi medida através da técnica de
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) com kits da USCNK Life Sciences Inc.

(catalogo CEA846Ra) seguindo-se as instrucdes do fabricante.
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As amostras de plasma integras foram diluidas de acordo com o quadro abaixo

(Quadro 2).
Animal Diluicdo
Genitora DPN5 3000 vezes
Filhotes DPN5 1000 vezes

Quadro 2 — Diluicdo das amostras para quantificacdo de prolactina por ELISA

3.14.3. Ocitocina

A concentracdo plasmatica de ocitocina foi medida através da técnica de
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) com kits da ENZO Life Sciences

(catélogo ADI-901-153) seguindo-se as instrucdes do fabricante.

As amostras de plasma integras foram diluidas de acordo com o quadro abaixo

(Quadro 3).
Animal Diluicéo
Genitora DPN5 2 vezes
Filhotes DPN5 2 vezes

Quadro 3 — Diluicao das amostras para quantificacdo de ocitocina por ELISA

3.15 ANALISES ESTATISTICAS

Para comparacao de médias entre dois grupos foi utilizado o teste t de Student
quando os dados seguiam distribuicdo normal e o teste U de Mann-Whitney para
dados n&do parameétricos. Para comparagdo de médias entre mais de dois grupos ou
em caso de amostras pareadas em diferentes tempos, foi utilizado teste de analise de
variancia ANOVA e ANOVA de medidas repetidas seguido do pés-teste da minima
diferenca significativa de Fisher ou mdultiplas comparacbes de Bonferroni
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respectivamente. No caso de mdultiplos grupos em que um ou mais nao seguia uma

distribuicdo normal, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis.

As relacdes entre as variaveis investigadas nesse estudo foram avaliadas pelo
coeficiente de correlacdo de Pearson para correlacdes lineares e de Spearman para

correlagdes monoténicas.

As correlacoes foram interpretadas como descrito no Quadro 4.

Coeficiente de Correlacéo Correlacéao
r=1 Perfeita positiva
1>r>0,75 Forte Positiva
0,75>r>0,5 Moderada Positiva
05>r>0,1 Fraca Positiva
0,1>r>-0,1 Nula
-0,1>r>-05 Fraca Negativa
-05>r>-0,75 Moderada Negativa
-0,75>r>-1 Forte negativa
r=-1 Perfeita Negativa

Quadro 4 — Descri¢do do valor de correlacdo para cada intervalo de coeficiente.
Com o objetivo de definir as variaveis independentes que influenciam as

diferentes variaveis dependentes no modelo e suas inter-relacfes, utilizamos

regressao linear multipla pelo método de avanco por etapas (NATHANS et al., 2012).

Todas as analises foram realizadas com uso dos programas SPSS 15, da
empresa IBM e Prism 5 da empresa Graphpad. O nivel de significancia estatistica foi

estipulado como sendo p<0,05.
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3.16 EXPERIMENTO PILOTO

3.16.1. Teste fémea intrusa

Com o objetivo de isolar o efeito do macho sobre a ninhada, se testou a
viabilidade de se utilizar como controle adicional uma fémea intrusa, considerando-se
gue existem relatos da literatura de que fémeas lactantes de ratos wistar podem
apresentam comportamento agressivo contra uma fémea intrusa (LUKAS e
NEUMANN, 2014). No entanto o uso de fémea intrusa ndo desencadeou o
comportamento agressivo esperado, sendo excluido o procedimento do protocolo

experimental.

3.16.2. Local de execucdo do protocolo de macho intruso

Inicialmente o protocolo de macho intruso consistia em remover a caixa
moradia para uma sala adjacente, nas mesmas condicbes de temperatura e
luminosidade do ratario. Um teste com quatro ninhadas foi executado para verificar a
reposta da mae e a viabilidade do processo. As fémeas foram removidas para uma
sala adjacente e, ap6s 20 minutos de ambientacdo, um macho foi introduzido na caixa.
A resposta da mae contra o intruso foi inexistente. O comportamento da fémea
genitora pareceu indicar que ela estava mais estressada com a alteragdo de ambiente

do quem com o macho intruso.

Um segundo protocolo foi entdo proposto e testado. O macho intruso seria
colocado dentro da caixa moradia no local de residéncia dentro do ratario, sem
movimentacdo da ninhada. Com o segundo protocolo obtivemos o comportamento

agressivo esperado por parte da mée contra o0 macho intruso. O comportamento de
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ninhadas controles proximas foi monitorado com o objetivo de verificar se o
comportamento agressivo da fémea iria desencadear alguma resposta nas genitoras
controles. Nenhuma alteracdo evidente de comportamento pode ser registrada. Dessa
forma, optados por executar o protocolo de macho intruso in loco, evitando o impacto

da locomocéo sobre as ninhadas.

3.17 EXPERIMENTO 1 — AVALIACAO DE FILHOTES E GENITORA APOS A

SEGUNDA INTERVENCAO

A primeira etapa experimental consistiu em analisar os efeitos sobre os filhotes
e as genitoras apos a segunda intromissdo do macho. O objetivo dessa analise é

buscar informacdes sobre o que esta ocorrendo com a ninhada durante a intervencao.

3.17.1. Grupos experimentais

O grupo controle (n=6) consistiu em animais que sofreram apenas a
intervencdo de padronizacdo de ninhada. Na manha do DPN5 foram coletados os
filhotes do género feminino e masculino, bem como a genitora. A genitora foi coletada
primeiro, sendo que os filhotes permaneceram menos de 5 minutos na auséncia da

genitora antes de serem coletados.

O grupo violéncia (n=8) sofreu a intervencao de provoca¢cao com macho intruso
nos dias 3 e 5 de vida pds-natal além da intervencédo para a padronizacéo de ninhada.
As coletas ocorreram no dia 5 de vida pés-natal, entre 30 e 40 minutos apos a
intervencdo com macho intruso. Foram coletados os filhotes do género feminino e

masculino, bem como a genitora. A genitora foi coletada primeiro, sendo que o0s

35



filhotes permaneceram menos de 5 minutos na auséncia da genitora antes de serem

coletados. O desenho experimental esta representado graficamente na figura 1.

DPN O Controle
I Nascimento
DPN 1 DPN 5 Padronizacao em
A 8 filhotes
Violéncia
féé% /fégi I Sacrificio e
DPN O %ﬁ_ﬁ d(%g@ Coleta
| | <+— 30 a 40 minutos
| | | _
DPN 1 DPN 3 DPN 5 e Macho Intruso
Figura 1 — Desenho experimental Experimento 1
3.17.2. Andlise de comportamento agressivo maternal

O comportamento da genitora contra o macho intruso foi analisado com o
auxilio do software The Observer (Noldus). Foram quantificados os seguintes
comportamentos: Duracéao e frequéncia total de comportamentos agressivos, ataques,
boxeando e chutando, subjugacao do intruso pela genitora, subjugacdo da genitora
pelo intruso, interacdo do Intruso com os Filhotes e frequéncia de mordidas. Protocolo

adaptado de Veiga 2007 (DA VEIGA et al., 2007).

3.17.3. Andlise de comportamento maternal

O comportamento da genitora para com sua prole foi analisado com o auxilio
do software The Observer (Noldus). Os registros dos 15 minutos apos a retirada do
macho intruso da caixa e do periodo correspondente nos controles foi analisado nos

dias 3 e 5. Foi quantificada a durag&o e/ou frequéncia dos seguintes comportamentos:
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amamentacdo com dorso arqueado (High), amamentacdo em posicdo supino,
amamentacao relaxada sobre os filhotes (Blanket), amamentacéao total, amamentacao
com dorso arqueado/amamentacéo total, tempo no ninho, tempo Construindo o Ninho,

lambendo os filhotes, autolimpeza. (SZYF et al., 2005; CHAMPAGNE et al., 2008).

3.17.4. Dosagens bioquimicas

As concentracOes plasmaticas de corticosterona total e livre das genitoras
foram quantificadas de acordo com o que foi disposto anteriormente. Também foram
guantificadas as concentracdes de ocitocina e prolactina. A concentracdo plasmatica
de corticosterona total foi quantificada nos filhotes machos e fémeas, bem como os

de prolactina e ocitocina.

3.17.5. Avaliacdo das variaveis por correlacao

As relacdes entre as variaveis independentes e dependentes do experimento
foram avaliadas pelos coeficientes de correlacdo de Pearson e Spearman, seguindo

a descricdo anterior. As variaveis envolvidas na analise sdo descritas no Quadro 5.

3.17.6. Modelagem por regressao linear multipla

Para determinar se variaveis relacionadas com amamentacédo interagem com
a variavel concentracdo de corticosterona plasmatica ligada da genitora para
determinar a concentracdoplasmatica de corticosterona dos filhotes machos,

efetuamos analise por regresséao linear multipla.
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L Variaveis
Modelo | Grupos Variaveis Independentes dependentes
Amamentacao High, supino
e Blanket,
Amamentacao total, Corticosterona
High/Amamentacéao Total, total, livre e fracéo
Tempo no ninho, DPN3 ligada das
Tempo Construindo o DPN5 ,e genitoras.
Modelo | Controle e Ninho, Soma de Ocitocina das
1 Violéncia Lambida/Limpeza dos genitoras.
. todos os
Filhotes, dias
Autolimpeza
Anteriores mais .
. ) Corticosterona
corticosterona total, livre e . ~
g o filhotes fémeas e
fracdo ligada e ocitocina das
. machos
genitoras.
Amamentacao High, supino
e Blanket,
Amamentacéao total,
High/Amamentacao Total,
Tempo no ninho,
Tempo Construindo o :
Ninho, Cort_lcosterona~
Lambida/Limpeza dos DPN3, totall,i Ilggzzgsgao
Filhotes, DPN5 e g%nitoras
Modelo A Autollmpeza . Soma de Ocitocina das
Violéncia Agressivo total, mordidas, todos os ;
2 ; genitoras.
Ataques, Boxeando e dias
Chutando, Subjugacéo do
Intruso pela Genitora,
Subjugacédo da Genitora
pelo Intruso e Interacéo do
Intruso com os Filhotes
Anteriores mais .
. ) Corticosterona
corticosterona total, livre e . ~
g o filhotes fémeas e
fracdo ligada e ocitocina das
. machos
genitoras.

Quadro 5 — Composigdo das andlises por regressao linear multipla e correlacdo entre as variaveis

independentes e dependentes do experimento 1.

3.18

3.18.1.

Grupo experimentais

EXPERIMENTO 2 — AVALIACAO DOS FILHOTES QUANDO JUVENIS

O grupo controle consistiu em animais que sofreram apenas a intervencao de

padronizacdo de ninhada, trocas de maravalha e desmame. Um filhote de cada
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género em cada ninhada foi coletado no dia 28 de vida pds-natal. Dois filhotes de cada

género em cada ninhada foram utilizados para os testes comportamentais.

O grupo Violéncia sofreu a intervencéo de provocagdo com macho intruso nos
dias 3, 5, 7 e 9 de vida pds-natal além da intervencéo para a padronizacdo de ninhada,
troca de maravalha e desmame. Um filhote de cada género em cada ninhada foi
coletado no dia 28 de vida pos-natal. Dois filhotes de cada género em cada ninhada
foram utilizados para os testes comportamentais. O desenho experimental esta

representado graficamente na figura 2.

3.18.2. Andlise de comportamento agressivo maternal

O comportamento da genitora contra o macho intruso foi analisado com o
auxilio do software The Observer (Noldus). Foram quantificados os seguintes
comportamentos: Duracéo e frequéncia total de comportamentos agressivos, ataques,
boxeando e chutando, subjugacao do intruso pela genitora, subjugacdo da genitora
pelo intruso, interag&o do Intruso com os Filhotes e frequéncia de mordidas. Protocolo

adaptado de Veiga 2007 (DA VEIGA et al., 2007).
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Controle

DPN: 0 1 3 5 7 9 11 15 18 21 I
28

Padronizag¢ao em

| Nascimento )
8 filhotes

%o Macho Intruso I Troca de Maravalha

I Desmame | Labirintoem ~ Locomogdo em Sacrificio e
Cruz Elevado %2 Campo Aberto Coleta

Figura 2 — Desenho experimental Experimento 2
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3.18.3. Analise de comportamento maternal

O comportamento da genitora para com sua prole foi analisado com o auxilio
do software The Observer (Noldus). Os registros dos 30 minutos ap0s a retirada do
macho intruso da caixa e do periodo correspondente nos controles foi analisado nos
dias 3, 5, 7 e 9 — Horéario 1 (H1). Foi quantificada a duracédo e/ou frequéncia dos
seguintes comportamentos: amamentacéao high, amamentacdo supino, amamentacao
blanket, amamentacao total, amamentacao high/amamentacéo total, tempo no ninho,
tempo construindo o ninho, lambendo os filhotes, autolimpeza (SZYF et al., 2005;

CHAMPAGNE et al., 2008).

A mesma andlise foi repetida 7h ap6s o inicio do ciclo claro — Horario 2 (H2).

3.18.4. Massa corporal das genitoras

A massa corporal das genitoras foi medida imediatamente antes da coleta no
dia 5 de vida pdés-parto. Um segundo conjunto de animais teve sua massa corporal

avaliada no dia 22 de via pés-parto, apds o desmame.

3.18.5. Comportamento semelhante a ansiedade

Para avaliagdo de comportamento semelhante a ansiedade, utilizamos a
técnica do labirinto em cruz elevado no 29° dia de vida pés-natal. O labirinto consiste
em uma cruz elevada 40 centimetros do chdo, com dois bacos fechado — paredes com
40 centimetros de altura — e dois bragos abertos — sem nenhuma contencéo lateral. O

aparato e fabricado me policarbonato preto.

Os animais foram avaliados no ciclo claro, entre 7 e 9h apos o acendimento
das luzes. Os animais foram transferidos para a sala de comportamento em caixas
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individuais. Houve um periodo de ambientacdo de no minimo 30 minutos antes do
inicio dos testes. A iluminacdo da sala tem um padrdo difuso, sendo reduzida em

relacdo ao ratario, com o intuito de facilitar o comportamento de exploracéo.

Para o teste, os animais foram colocados no centro do aparato, virados para
um dos bracgos abertos. O comportamento foi registrado em filme, com tempo total de

cinco minutos.

Os seguintes parametros foram avaliados:

e Frequéncia de entradas e tempo nos bracos abertos;
e Frequéncia de entradas e tempo nos bracgos fechados;
e Frequéncia de entradas e tempo no centro do labirinto;

e Comportamento complementares: mergulho; esticar; levantar; limpeza

O aparato foi completamente higienizado com &lcool 30°GL entre animais, com

tempo suficiente para que haja evaporacdo do mesmo.

A analise dos videos foi realizada com o software PlusMZ.

Os protocolos foram desenvolvidos e aplicados com base no estudo de Walf e

Frye (WALF e FRYE, 2007).

3.18.6. Comportamento de locomocao

Para avaliar problemas com locomocgéo, utilizamos o paradigma de locomocé&o
em campo aberto, por ser a medida padrao ouro. Apds o registro do comportamento
no labirinto em cruz elevado, os animais foram transferidos para o aparato de campo

aberto. O aparato é fabricado em policarbonato, consistindo em uma arena circular de
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90 cm de diametro, com parede de 40 centimetros de altura. O fundo da arena possui
marcacao para que se possa medir a locomocao. Os animais foram colocados no

centro da arena e o comportamento foi registrado por 5 minutos.

Os seguintes parametros foram avaliados:

Tempo nos quadrantes periféricos;

e Tempo nos quadrantes centrais;

¢ Numero de cruzamentos nos quadrantes centrais;

e NuUmero de cruzamentos nos quadrantes periféricos;

e Numero total de cruzamentos;

Comportamento complementares: mergulho; esticar; levantar; limpeza

O aparato foi completamente higienizado com alcool 30°GL entre animais, com
tempo suficiente para que haja evaporacdo do mesmo. A analise dos videos foi

realizada com auxilio do software OpenFLD.

3.18.7. Dosagens bioquimicas

A concentracao de corticosterona plasmaética total foi quantificada de acordo

com o que foi disposto anteriormente.

3.18.8. Andlises de correlacéao

Com o objetivo de verificar relagdes entre as varidveis independentes oriundas
do comportamento maternal e agressivo sobre as variaveis dependentes ansiedade e
niveis basais de corticosterona, utilizamos os coeficientes de correlacdo de Pearson

e Spearman, como descrito anteriormente.
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As variaveis foram correlacionadas como apresentado no Quadro 6.

Autolimpeza.

- Grupos Lo Variaveis
Andlise Utilizados Variaveis Independentes dependentes
Amamentacédo High, supino e DPNS,
DPNS5,
Blanket,
~ DPN?7,
Amamentacao total, DPNO & Escores de
Modelo | Controle e High/Amamentacgéo Total, Ansiedade Juvenil,
A : Soma de .
1 Violéncia Tempo no ninho, Corticosterona
. . todos os
Tempo Construindo o Ninho, dias Basal.
Lambida/Limpeza dos Filhotes, ’
; soma de
Autolimpeza
todos os
Amamentacao High, supino e dla}s_ N .
Blanket horérios;
! nos
Amamentacao total, .
. - horarios
High/Amamentacao Total, 6s
Tempo no ninho, P
! . intruso e
Tempo Construindo o Ninho, .
; ) . 3h apos
Lambida/Limpeza dos Filhotes, - Escores de
) retirada ) .
Modelo A Autolimpeza. . Ansiedade Juvenil,
5 Violéncia do intruso Corticosterona
Agressivo total, mordidas,
DPNS3, Basal.
Ataques, boxeando e chutando, DPN5S
Subjugacéo do Intruso pela '
A ) . ; DPN7,
Genitora, Subjugacéo da Genitora DPNO &
pelo Intruso e Interagdo do Intruso
. ~ soma de
com os Filhotes, Interagéo da
; : todos os
Genitora com os Filhotes, dias

Quadro 6 — Composi¢do das analises por regressao linear multipla e correlagdo entre as variaveis

independentes e dependentes do experimento 2.

3.19

3.19.1.

Grupos e animais

EXPERIMENTO 3 — AVALIACAO DOS FILHOTES QUANDO ADULTOS

No experimento 3 foram utilizados para comportamento 0s mesmos animais

do comportamento de ansiedade do experimento 2. As avaliacOes de estresse foram

realizadas com os animais que restaram das ninhadas do experimento 2.
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Os animais foram mantidos em condi¢cGes padrdo de biotério durante o seu
crescimento, até atingirem a idade para cada um dos testes. O desenho experimental

esta apresentado graficamente na figura 3.

3.19.2. Avaliacdo cognitiva

Nesse experimento foram utilizados animais com idades de 100 a 107 dias de

idade.

O labirinto em T-elevado é uma técnica utilizada para avaliar curva de
aprendizado espacial através da memoria de trabalho, bem como um indicador de
comportamento semelhante a ansiedade. O aparato consiste em um T, sendo um
braco fechado e dois abertos. O aparato se encontra elevado do solo em 40

centimetros.

O animal foi colocado ao fundo do braco fechado, virado para a abertura. O
tempo que o animal leva para sair para os bracos fechados é medido como basal,
sendo um indicador de comportamento semelhante a ansiedade. ApOs sair para o
braco aberto, o animal foi retirado do labirinto e devolvido & caixa moradia por 60
segundos, apls os quais o procedimento foi repetido. Repetiu-se o treino até que o
animal permaneceu 180 segundos no brago fechado ou tenha atingido um total de 7

tentativas.

Esse protocolo explora o medo de espacos abertos e elevados em roedores.
O comportamento normal esperado € de que apos 2 ou trés tentativas o animal
permaneca os 180 segundos no braco fechado, evitando a situacdo ansiogénica do

espaco aberto e elevado. (ASTH et al., 2012).

45



Controle

H EH N
L | 1 I 1
120
H I I I | 125 126
DPN: 01 3 5 7 9 11 15 18 921 II""I
100 102 107

Violéncia ; EF oV

| I 1 I 1 I I
I R B B S R e — | 120 125 126
DPN: 01 3 5 7 9 11 15 18 21 I I""I

100 102 107

™ o |

Padronizagao em .
s @ Macho Intruso I Trocade Maravalha = = Estressediario

| Nascimento I )
8 filhotes

I Desmame | Labirintoem _ _ Habituacdo Reconhecimento ® W TesteRO Sacrificio e
T-Elevado de Objetos (RO) Coleta

Figura 3 — Desenho experimental Experimento 3. Observagcédo: em ambos 0s grupos, os animais que foram submetidos aos testes cognitivos séo
aqueles que foram avaliados para ansiedade no DPN 29.
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Uma segunda abordagem foi utilizada para avaliacdo da memdria de
reconhecimento de curta duragéo. A técnica de reconhecimento de objetos tem como
objetivo avaliar o desempenho do animal em um paradigma de memoéria de

reconhecimento de curta duracao.

Quarenta e oito horas apés o teste do labirinto em T-elevado, foi iniciado o
teste de reconhecimento de objetos. Os animais foram habituados a arena de teste
durante 4 dias consecutivos por 3 minutos ao dia. No quinto dia o animal foi colocado
na arena juntamente com 2 objetos distintos, por 3 minutos. Apos 1h o animal retornou
a arena com um dos objetos anteriores e um objeto novo, diferente de ambos o0s
anteriores. O tempo que o animal passa explorando cada um dos objetos foi medido.
Considerou-se que a tarefa foi aprendida quando o animal passou mais de 55% do
tempo de exploracdo no objeto novo. Modificado de Barker e Warburton 2011

(BARKER e WARBURTON, 2011).

3.19.3. Resposta ao estresse repetido

Animais adultos,120 dias de vida, foram submetidos a um protocolo de
estresse repetido por contencdo. Durante 5 dias, sempre entre 8 e 10h da manha, os
animais foram transportados para sala adjacente ao ratario. Os animais foram
pesados no dia 1 e entdo foram colocados em contensores de acrilico adequados ao
seu tamanho por 45 minutos. A contencao foi repetida por mais 4 dias, sempre no
mesmo horario. Apos cada evento estressor os animais foram devolvidos a sua caixa
moradia e ao local de origem no ratario. 24h apos o ultimo evento de contencéo, os
animais foram pesados novamente e entao decapitados. Seu sangue e encéfalo foram

coletados e suas glandulas adrenais pesadas.
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3.19.4. Andlises de correlacao

Com o objetivo de verificar relacdes entre as variaveis independentes oriundas
do comportamento maternal e agressivo sobre as variaveis dependentes ansiedade,
aprendizado e niveis basais de corticosterona e ap0s estresse repetido, utilizamos os

coeficientes de correlacdo de Pearson e Spearman, como descrito anteriormente. As

variaveis sao descritas no Quadro 7

" Grupos e Variaveis
Andlise Utilizados Variaveis Independentes dependentes
Laténcia para deixar
0 braco aberto do
Amamentacdo High, supino . labirinto em Tf
namero de tentativas
e Blanket, DPN3,
~ para aprender a
Amamentacao total, DPNS5, -
. ~ tarefa de labirinto em
High/Amamentacéo Total, DPN?7,
s T-elevado,
Modelo | Controle e Tempo no ninho, DPN9 e :
SRV . aprendizado na
1 Violéncia Tempo Construindo o Soma de
. tarefa de
Ninho, todos os -
: . . reconhecimento de
Lambida/Limpeza dos dias, bi
Filhotes soma de objetos.
Autolimpe’za todos os Cortlco§terona
dias e Basal, corticosterona
hOrarios: apos estresse
10S ' cronico.
Amamentacdo High, supino hOrAri
orarios
e Blanket, 65s-
Amamentacéao total, P Laténcia para deixar
. ~ intruso e
High/Amamentacé&o Total, 3N apds 0 braco aberto do
Tempo no ninho, retirgda labirintoem T,
Tempo Construindo o do i namero de tentativas
. 0 intruso
Ninho, para aprender a
Lambida/Limpeza dos tarefa de labirinto em
Filhotes, T-elevado,
Modelo A . _
5 Violéncia Autolimpeza aprendizado na
Agressivo total, mordidas, tarefa de
Ataques, boxeando e DPNS3, reconhecimento de
chutando, Subjugacgéo do DPN5, objetos.
Intruso pela Genitora, DPN?7, Corticosterona
Subjugacédo da Genitora DPN9 e | Basal, corticosterona
pelo Intruso e Interacdo do | soma de apos estresse
Intruso com os Filhotes, todos os crénico.
Interacédo da Genitora com dias
os Filhotes, Autolimpeza.

Quadro 7 — Composigdo das analises por regressao linear multipla e correlagdo entre as variaveis

independentes e dependentes do experimento 3
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4. RESULTADOS

4.1 EXPERIMENTO 1

4.1.1. Comportamento agressivo maternal

O comportamento agressivo maternal frente ao macho intruso foi avaliado nos
dias 3 e 5 de vida pds-natal e também a soma dos dois dias. Como esperado, as
fémeas lactantes apresentam comportamento agressivo quando um macho é
introduzido na caixa moradia. Existe uma variabilidade interna na intensidade e nos
tipos de comportamento apresentados. Os dados referentes ao DPN3 e DPN5 se
encontram resumidos na tabela 4. Os dados que descrevem a soma do
comportamento agressivo nos dois dias sdo tabela 5. Dados sdo apresentados em

média e erro padrao da média e também em minimo e maximo.
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DPN 3 DPN5

Comportamento Média Erro Pa,dr.ﬁo da Minimo/Maximo Média Erro Pa,dr'éo da Minimo/Maximo
Média Média
Ataques (Freq.) 6 2,17 0/17 7,75 2,40 2,01/23
Boxear e Chutar (Freq.) 4,88 1,42 0/10 6,38 2,39 1/21,01
Mordidas (Freq.) 3,13 1,17 0/9 3,25 0,65 0/5
Subjugacdo da Genitora (Freq.) 1,25 0,68 0/5 1,5 0,65 0/5
Subjugacdo do Intruso (Freq.) 1,38 0,91 0/6 1,88 0,48 0/4
Interagdo Intruso-Filhotes (Freq.) 3,5 1,35 0/12 1 0,38 0/3
Agressivo Total (Freq.) 24,21 9,05 1,4/68 40,85 9,74 10,8/88,6
Ataques (Dur.) 19,21 8,90 0/67 27,13 7,56 5/64,9
Boxear e Chutar (Dur.) 5 1,80 0/13,2 13,73 5,27 2,3/41
Subjugacdo da Genitora (Dur.) 3,18 2,04 0/16,3 4,29 1,93 0/15
Subjugacdo do Intruso (Dur.) 3,7 2,42 0/15,2 6,1 1,57 0/12,1
Interagdo Intruso-Filhotes (Dur.) 39,04 22,26 0/162 17,59 11,20 0/82
Agressivo Total (Dur.) 14 3,99 1,1/36 17,38 4,94 3/49,00

Tabela 4 — Estatistica descritiva do comportamento agressivo maternal contra 0 macho intruso nos dias 3 e 5 de vida pés-natal. n=8; DPN — Dia de Vida P0s-

natal; Freq. — frequéncia; Dur. — Duragéo.
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Soma de todos os dias

Comportamento Média Erro Pa’drjﬁo da Minimo/Méximo
Média

Ataques (Freq.) 13,75 3,54 3,01/31
Boxear e Chutar (Freq.) 11,25 2,79 1/24,01
Mordidas (Freq.) 6,38 1,50 0/12
Subjugacdo da Genitora (Freq.) 2,75 1,11 0/8
Subjugagdo do Intruso (Freq.) 3,25 1,11 0/9
Interagdo Intruso-Filhotes (Freq.) 4,5 1,21 1/12,01
Agressivo Total (Freq.) 65,06 13,27 13,5/110,4
Ataques (Dur.) 46,34 12,72 8,8/104,4
Boxear e Chutar (Dur.) 18,73 5,48 2,9/49,9
Subjugacgdo da Genitora (Dur.) 7,46 2,85 0/22,5
Subjugacdo do Intruso (Dur.) 9,8 3,10 0/25,2
Interagdo Intruso-Filhotes (Dur.) 56,63 21,43 1,2/162
Agressivo Total (Dur.) 31,38 6,42 4/62,01

Tabela 5 — Estatistica descritiva do comportamento agressivo maternal contra 0 macho intruso soma

de todos os dias. n=8; DPN — Dia de Vida Pés-natal; Freq. — frequéncia; Dur. — Duragéo.

4.1.2. Comportamento maternal

O comportamento maternal da fémea para com sua ninhada foi analisado nos
15 minutos que se seguiram a exposicdo ao macho intruso. Os dados sao
apresentados nas tabelas 6, 7 e 8 para o0 DPN3, DPN5 e soma de todos dias

respectivamente.

by

A intervencdo com macho intruso levou a extingdo do comportamento de
amamentacao com dorso arqueado (Ks= 14,2; p=0,003) tanto no DNP3 (p > 0,0001)

guanto no DPN5 (p=0,02). O comportamento de amamentar relaxada sobre os filhotes
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foi reduzido no DPN5 (p = 0,005), impactando o comportamento na soma dos dois
dias (t12=3,24 p=0,007). A reducgéo dos dois comportamentos anteriores levou a uma
redugdo na amamentacgdao total (Ks= 15,8; p=0,001) no DPN3 (p=0,006), DPN5 (p =
0,005) e na soma dos dois dias (t12=8,4; < 0,0001). A fracdo de amamentacao de alta
qualidade (dorso arqueado — high) em relacdo ao total de amamentacao também foi
reduzido (Ks= 23,8; p<0,0001) em ambos os dias (DPN3 p > 0,001; DPN5 p = 0,018)

e, consequentemente, na soma de todos os dias (U=4; p = 0,003).

O tempo que a genitora passa no ninho também sofreu reducdo com a
intervencéo (Ks= 14,1; p=0,003) nos dois dias analisados (DPN3 p = 0,009; DNP5 p =
0,03), acarretando uma reducao no tempo total de permanéncia no ninho (t12=7,9; p <
0,0001). Houve um aumento no comportamento de constru¢cdo de ninho (Ks=11,4;
p=0,01) nos dois dias analisados (DPN3 p = 0,03; DPN5 p = 0,015) e na soma dos
dos dias (U=5,5; p=0,01). Também houve aumento no comportamento de autolimpeza
(Ks= 14,2; p=0,003) nos dois dias avaliados (DPN3 p = 0,007; DPN5 p = 0,02) e na

soma dos dois dias (U=2; p = 0,003).
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DPN3

Comportamento
Controle Violéncia p

Amamentagao com dorso 528 (348-617) 0(0-0) < 0,001 ***
arqueado (High)
Amamentagao relaxada
sobre os filhotes (blanket) 276 (120-340) 74(0-300) >0,05
Amamentagado em Supino 0 (0-0) 0 (0-0) > 0,05
Amamentagao Total 467 (423-900) 74 (0-300) 0,006 ***
High/Amamentag&o Total 0,69 (0,51-0,72) 0 (0-0) <0,0001 ***
Genitora no Ninho 900 (490-900) 187 (46-347) 0,009 **
Construindo o Ninho 0(0-13) 144 (11-241) 0,03 *
Lambendo os Filhotes 17 (1-140) 52 (10-182) > 0,05
Autolimpeza 7 (4-38) 171 (105-289) 0,007 ***

Tabela 6 — Comportamento Maternal nos 15 minutos posteriores a retirada do macho intruso no dia de
vida p6s-natal 3 (DPN3). Dados apresentados em segundos - mediana (interquartil 25 — interquartil 75).
Controle n=6; Violéncia n=8.

DPNS5
Comportamento
Controle Violéncia P
Amamentagdo com dorso *
arqueado (High) 324 (40-560) 0 (0-0) 0,02
Amamentacao relaxada
251-782 -1 **

sobre os filhotes (blanket) 360 (251-782) 0,5(0-163) 0,005
Amamentagdo em Supino 0(0-0) 0 (0-0) >0,05
Amamentagdo Total 900 (644-900) 0,5 (0-163) 0,005 *
High/Amamentagdo Total 0,5 (0,05-0,62) 0 (0-0) 0,02 *
Genitora no Ninho 900 (662-900) 93 (16-280) 0,03 *
Construindo o Ninho 0(0-0) 11 (1-497) 0,015 *
Lambendo os Filhotes 30 (0-331) 5 (0-103) > 0,05
Autolimpeza’ 90 + 50 291+71 0,02*

Tabela 7 — Comportamento Maternal nos 15 minutos posteriores a retirada do macho intruso no dia de
vida pés-natal 5 (DPN5 Dados apresentados em segundos - mediana (interquartil 25 — interquartil 75)

exceto ! apresentado em média + erro padrao da média. Controle n=6; Violéncia n=8
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Soma de todos os dias

Comportamento
Controle Violéncia P

Amamentagao com dorso 573 (573-966) 0 (0-0) 0,0003 ***
arqueado (High)
Amamentacdorelaxada - g951 49515 19647156 0,007 **
sobre os filhotes (blanket)
Amamentagdo em Supino 0 (0-0) 0 (0-0) > 0,05
Amamentac3o Total' 1494 + 147,5 210,4 +73,28 < 0,0001 ****
High/Amamentag&o Total 0,53 (0,22-0,65) 0 (0-0) 0,003 **
Genitora no Ninho' 1510 + 146,6 353,5 + 66,05 < 0,0001 ***x*
Construindo o Ninho 0(0-13) 151 (14-738) 0,01 **
Lambendo os Filhotes' 183,3 + 64,30 133,7 +47,33 > 0,05
Autolimpeza 74 (35-160) 395 (322-728) 0,003 **

Tabela 8 — Comportamento Maternal nos 15 minutos posteriores a retirada do macho intruso na soma
dos dias de vida pés-natal 3 (DPN3) e 5 (DPN5) Dados apresentados em segundos - mediana
(interquartil 25 — interquartil 75) exceto * apresentado em média + erro padrdo da média. Controle n=6;
Violéncia n=8.

4.1.3. Dosagens bioguimicas - genitora

As concentracfes de corticosterona plasmatica livre, ligada e total das
genitoras no dia 5 de vida pds-parto sdo apresentado na figura 4. As fracbes ligada

em relacdo ao total e livre em relagédo ao total sdo apresentadas na figura 5.

Ndo houve diferenca entre os grupos na concentracdo plasméatica de
corticosterona livre (Teste t de Student: t14=0,40; p=0,7), ligada (t14=1,40; p=0,183),
total (t14=0,7; P=0,5). Controle (C) n=8; Violéncia (V) n=8. As médias e o erro padréao
da média foram como se segue: Corticosterona Livre C: 133,1 ng/ml £ 17,57 vs V:
123,2 ng/ml + 17,39; Ligada C: 166,8 ng/ml £ 23,45 vs V: 215,7 ng/ml £ 25,88; Total

C: 299,8 ng/ml + 36,66 vs V: 338,9 ng/ml £ 42,65.
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Figura 4 — Corticosterona plasmaética livre, ligada e total nas genitoras no dia 5 pos-parto — Dados

apresentados em média * erro padrao da média.

As genitoras do grupo violéncia apresentaram uma maior fracdo de
corticosterona ligada em relacédo ao total quando comparadas com 0 grupo controle
(Teste t de Student t14=2,508; p=0,025) e, consequentemente, uma menor fracéo livre
em relacdo ao total (t14=2,508; p=0,025). A média da fragcéo ligada foi de 55,64% =*
3,08 n=8 nas genitoras controle, passando a 64,04% + 1,32 n=8 nas genitoras do
grupo violéncia. De forma complementar, a média da fracdo livre nas genitoras

controle é de 44,36% + 3,08 contra 35,96% + 1,32 das genitoras do grupo violéncia.
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Figura 5 — Fracdo de corticosterona plasmatica ligada em relacdo a total e livre em relagéo a total em

genitoras no dia 5 pds-parto. Dados apresentados em média + EPM; n=8.

Os dados de prolactina plasmatica das genitoras no dia 5 de vida pds-parto
séo apresentados na figura 6. Nao houve efeito da intervencéo sobre a concentragéo
plasmatica de prolactina (Teste t de Student: t12=0,58; p = 0,57). A média da
concentracdo de prolactina plasmatica no grupo controle foi de 8,146 ng/ml + 1,428

n=7 e no grupo violéncia foi de 9,456 ng/ml £ 1,742 n=7.
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Figura 6 — Prolactina plasmatica em genitoras no dia 5 pds-parto. Dados apresentados em média *
EPM. n=7.

Os dados referentes aos niveis plasméticos de ocitocina nas genitoras no dia
5 poés-parto sdo apresentados na figura 7. Nao foram encontradas diferencas
significativas (U= 14; p=0,23) para as medianas referentes a concentracao plasmética
de ocitocina entre as genitoras do grupo controle (165,2 ng/ml 1Q25 63,2 1Q75 356,7
n=6) em comparacdo com as genitoras do grupo SS (114 ng/ml 1Q25 66,9, 1Q75 120
n=8). No entanto houve grande diferenca na variabilidade interna de cada grupo

(Teste F para comparacao de variancias Fs,7=34; p=0,0002).
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Figura 7 — Ocitocina plasmatica em genitoras no dia 5 pos-parto. C: n=6 v.s. V: n=8.

4.1.4. Dosagens bioquimicas - filhotes

A concentracdo plasmatica de corticosterona livre em filhotes de 5 dias, 30
minutos apos a retirada do intruso, é apresentada na figura 8. O grupo violéncia
apresentou concentracdes plasmaticas mais baixas de corticosterona livre em
comparacao com o grupo controle (ANOVA de duas vias: Fintervencao1,24=7,456; p<0,05)
sendo o efeito da intervengao confirmada pelo pds-teste apenas no género masculino
(menor diferenga significativa de Fisher t24=2.649; p<0,05). Machos Controle: n=6;
12,19 ng/ml = 2,66 vs Violéncia: n=8; 5,56 ng/ml = 0,88; Fémeas Controle: n=6; 9.63

ng/ml + 2,5 vs Violéncia: n=8; 6,59 ng/ml + 1,13.
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Figura 8 — Corticosterona plasmatica livre em filhotes aos 5 dias de vida pds-natal. Dados apresentados
em média £ erro padrdo da média.. Machos Controle: n=6; Violéncia: n=8; Fémeas Controle: n=6;
Violéncia: n=8;.

As concentracdes plasmatica de prolactina em filhotes de 5 dias sé&o
apresentadas na figura 9. Houve efeito do género nos niveis de prolactina, como
esperado (ANOVA de duas vias Fgenero1,24=50,45; p<0,0001). No entanto, ndo houve
efeito da intervencédo sobre os niveis de prolactina em nenhum dos géneros (ANOVA
de duas vias Fintervencao1,24=0,428 p=0,52). Machos Controle: n=7; 1,93 ng/ml + 0,79 vs
Violéncia: n=7; 2,44 ng/ml £ 0,431; Fémeas Controle: n=7; 24,44 ng/ml + 4,3 vs

Violéncia: n=7; 28,4 ng/ml £ 5,23.
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Figura 9 — Prolactina plasmatica em filhotes aos 5 dias vida pds-natal. Dados apresentados em média
* erro padrdo da média. n=7.

As concentracfes de ocitocina plasmatica em filhotes de 5 dias sé&o
apresentadas na figura 10. Nao houve efeito de género (Fgenero1,24=0,75; p=0,395) e
nem da intervencgédo sobre a variavel. (Fintervencao1,24=1,051; p=0,32). Machos Controle:
n=7; 117,65 pg/ml + 16 vs Violéncia: n=7; 86,4 pg/ml £ 25,18; FEémeas Controle: n=6;

123,76 9g/ml £ 23 vs Violéncia: n=8; 114,10 pg/ml + 14,5.
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Figura 10 — Ocitocina plasmética em filhotes de 5 dias de vida pds-natal. Dados apresentados em média
* erro padrdo da média. Machos Controle: n=7; Violéncia: n=7; Fémeas Controle: n=6; Violéncia: n=8.

4.1.1. Correlagdes modelo 1

Com o objetivo de compreender as relacfes entre as variaveis avaliadas no
comportamento maternal e as alteragdes bioquimicas, foi realizado um estudo de
correlacdo entre elas, usando os grupos controle e violéncia, conforme descrito na
secdo de materiais e métodos. As correlagbes entre comportamento maternal e a
fracdo de corticosterona plasmatica ligada em relacdo ao total das genitoras séo
apresentadas na tabela 9. As mesmas correlagbes foram avaliadas em relacdo a a

ocitocina plasmatica da genitora (tabela 10) e corticosterona plasmatica em filhotes

machos (tabela 11).
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Fragdo Ligada de Corticosterona Genitoras

Variaveis Coeficiente de Correlagdo Significancia N
Amamentacado Relaxada Sobre os

Filhotes DPN5 0,627 0,016 14
Genitora no Ninho DPN3 + DPN5 -0,618 0,018 14
Genitora no Ninho DPN5 -0,598 0,024 14
Amamentagao Total DPN3 + DPN5 -0,574 0,032 14
Amamentagdo com Dorso Arqueado -0,564 0,036 14
DPN3

Amamentagdo Total DPN5 -0,558 0,038 14
Autolimpeza DPN3 + DPN5 0,549 0,042 14

Tabela 9 — Variaveis correlacionadas a variavel fracdo ligada de corticosterona nas genitoras dos
grupos controle e violéncia, aos 5 dias de vida pos-parto, através do coeficiente de correlacdo de
Pearson. DPN = dia de vida po6s-natal,

Niveis Plasmaticos de Ocitocina Genitora

Variaveis Coeficiente de Correlagdo Significancia N

Amamentagdo com Dorso Arqueado

DPN3 0,588 0,035 13

Tabela 10 — Variaveis correlacionadas a variavel niveis plasmaticos de ocitocina nas genitoras dos
grupos controle e violéncia, aos 5 dias de vida po6s-parto, através do coeficiente de correlagdo de

Pearson. DPN = dia de vida pos-natal;

Niveis Plasmaticos de Corticosterona Filhotes Machos

Variaveis Coeficiente de Correlagdo Significancia N
gr:rfiétgr:igada de Corticosterona da 0,656 0,011 14
Amamentacao Total DPN3 0,55 0,042 14
oot
Genitora no Ninho DPN3 0,536 0,048 14

Tabela 11 — Variaveis correlacionadas a variavel niveis plasmaticos de corticosterona nos filhotes
machos aos 5 dias de vida pds-natal, nos grupos controle e violéncia, através do coeficiente de

correlagdo de Pearson. DPN = dia de vida pés-natal;
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Para avaliar uma possivel interagdo entre 0s comportamentos de
amamentacao e a fracdo ligada de corticosterona na determinacédo da concentracao
plasmatica de corticosterona dos filhotes machos, realizamos modelagem linear como
descrito nos maternais e métodos. Para corticosterona dos filhotes machos, apenas a
variavel Fracdo Ligada de corticosterona da genitora foi vista como preditor, sendo
esta responsavel por 42% do efeito (sr?=0,42 p=0,008), sendo que variacdo da

variavel dependente é inversa a variacao da variavel independente (Tabela 12).

Niveis Plasmaticos de Corticosterona Filhotes Machos

Zero-

i 2 I
Variavel B EP Beta p Order sr Contribuigdo
Constante 59,974 18,529 0,0080

Fragdo Ligada Genitora -72,698 25,617 -0,650 0,0160 -0,65 0,42 42%
R2=0,42

Tabela 12 — Resultados da modelagem por regresséo linear Modelo | para a variavel dependente niveis

plasmaticos de corticosterona dos filhotes machos.

4.1.2. Correlagdes modelo 2

Buscando compreender os efeitos do comportamento agressivo e do
comportamento maternal sobre as varidveis bioguimicas avaliadas, um estudo de
correlacdo foi realizando utilizando apenas o grupo violéncia. As variaveis
correlacionadas a fracdo ligada de corticosterona plasmatica das genitoras séo
apresentadas na tabela 13. A mesma analise foi repetida para as variaveis
concentracdo plasmatica de ocitocina nas genitoras (tabela 14) e concentracéo

plasmatica de corticosterona em filhotes (tabela 15).
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Fragdo Ligada de Corticosterona da Genitora

Variaveis Coeficiente de Correlagao Significancia N
Subjugacdo do Intruso (Dur.) DPN5 -0,81 0,015 8
Autolimpeza DPN5 0,782 0,022 8
Ataques (Freq) DPN3 + DPN5 -0,762 0,028 8
Autolimpeza DPN3+DPN5 0,739 0,036 8
Subjugacdo do Intruso (Freq.) DPN5 -0,738 0,037 8
Construindo Ninho DPN5 -0,701 0,005 8

Tabela 13 — Variaveis correlacionadas a variavel fracéo ligada de corticosterona nas genitoras do grupo
violéncia, aos 5 dias de vida pds-parto, através do coeficiente de correlacéo de Pearson. DPN = dia de

vida pOs-natal; Freq.= frequéncia; Dur. = duragéo.

Niveis Plasmaticos de Ocitocina da Genitora

Variaveis Coeficiente de Correlagdo Significancia N
Genitora no Ninho DPN3 + DPN5 -0,942 0,0001 8
Amamentacgdo Total DPN3 + DPN5 -0,938 0,001 8
Lambendo os Filhotes DPN3 + DPN5 -0,932 0,001 8

Amamentacgdo Relaxada Sobre os

Filhotes DPN3 + DPN5 0,913 0,002 8

Lambendo os Filhotes DPN3 -0,759 0,029 8

Tabela 14 — Variaveis correlacionadas a variavel niveis plasmaticos de ocitocina nas genitoras do grupo

violéncia, aos 5 dias de vida pds-parto, através do coeficiente de correlacao de Pearson.

Niveis Plasmaticos de Corticosterona Filhotes Machos

Varidveis Coeficiente de Correlagao Significancia N

Subjugacdo da Genitora (Dur.) DPN5 -0,799 0,017 8

Interagdo Macho-filhotes (Dur).

soma de todos os dias 0,766 0,027 8

Tabela 15 — Variaveis correlacionadas a variavel niveis plasmaticos de corticosterona nos filhotes
machos do grupo violéncia, aos 5 dias de vida pds-natal, através do coeficiente de correlagdo de

Spearman.
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4.2 EXPERIMENTO 2

4.2.1. Andlise de comportamento agressivo-maternal

Os resultados referentes a descricdo do comportamento agressivo maternal
contra o macho intruso se encontram apresentados na tabela 16, 17 e 18. Como

esperado, houve uma resposta consistente das fémeas contra os machos intrusos.

Comportamento DPN3 DPN>
Media EPM  Minimo/Maximo Media EPM Minimo/Maximo

Agressivo Total (Freq.) 7,8 1,65 0/20 10,5 1,41 0/20
Mordidas (Freq.) 1,7 0,46 0/5 3,4 1,27 0/15
Ataques (Freq.) 3,1 0,78 0/9 3,8 0,64 0/8

Agressivo Total (Dur.) 14,4 4,30 0/53 20,6 4,53 0/59
Subjugacdo do Macho (Dur.) 2,7 1,21 0/14 8,6 4,94 0/52
Subjugacdo da Genitora (Dur.) 11,9 5,77 0/47 1,9 0,92 0/10
Autolimpeza (Dur.) 38,1 8,37 3/89 26,3 7,16 0/66
Interagdo Genitora-Filhotes (Dur.) 101,0 27,60 14/252 86,0 25,61 0/333
Interagdo Intruso-Filhotes (Dur.) 19,8 7,88 0/85 7,7 5,02 0/55
Interagdo Intruso-Genitora (Dur.) 45,5 7,62 14/105 23,6 10,71 0/115

Tabela 16 — Estatistica descritiva do comportamento agressivo maternal contra 0 macho intruso nos

dias 3, 5 de vida pés-natal. Freq. — frequéncia; Dur. — duracdo. n=12
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DPN7 DPN9

Comportamento
Média EPM  Minimo/Maximo Meédia EPM  Minimo/Maximo

Agressivo Total (Dur.) 28,3 6,73 0/82 31,1 8,11 0/95
Agressivo Total (Freq.) 10,7 2,17 0/25 11,8 2,25 1/24
Mordidas (Freq.) 3,1 1,30 0/15 3,6 1,04 0/12
Ataques (Freq.) 3,8 0,81 0/8 3,6 0,75 0/9

Subjugacdo do Macho (Dur.) 2,7 0,72 0/6 1,0 0,81 0/9

Subjugacdo da Genitora (Dur.) 5,9 2,28 0/22 4,6 2,02 0/23
Autolimpeza (Dur.) 403 9,50 0/124 435 6,12 13/82
Interagdo Genitora-Filhotes (Dur.) 86,4 19,17 3/205 61,8 16,83 5/166
Interagdo Intruso-Filhotes (Dur.) 10,5 5,02 0/57 19,3 14,00 0/171
Interacdo Intruso-Genitora (Dur.) 28,4 14,84 0/183 28,6 6,78 0/67

Tabela 17 — Estatistica descritiva do comportamento agressivo maternal contra 0 macho intruso nos

dias 7, 9 de vida pés-natal. Freq. — frequéncia; Dur. — Durag¢éo. n=12

Soma de todos os dias

Comportamento
Média EPM  Minimo/Maximo
Agressivo Total (Dur.) 94,3 44,5 1/146
Agressivo Total (Freq.) 40,8 16,9 1/65
Mordidas (Freq.) 11,8 12,1 0/40
Ataques (Freq.) 14,3 6,6 0/26
Subjugacdo do Macho (Dur.) 14,5 17,2 0/54
Subjugacdo da Genitora (Dur.) 24,3 29,9 0/86
Autolimpeza (Dur.) 148,1 77,5 52/302
Interagdo Genitora-Filhotes (Dur.)  335,2  216,7 32/661
Interagdo Intruso-Filhotes (Dur.) 57,4 56,1 6/182
Interagdo Intruso-Genitora (Dur.) 127,0 1129 26/441

Tabela 18 — Estatistica descritiva do comportamento agressivo maternal contra 0 macho intruso, soma

dos dias 3, 5, 7, 9 de vida pés-natal. Freq. — frequéncia; Dur. — duragdo. n=12
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4.2.2. Andlise de comportamento maternal

Os resultados da avaliacdo do comportamento maternal referentes aos 30
minutos posteriores ao intruso, ou horario equivalente nas ninhadas controle, estao
descritos nas tabelas 19, 20, 21, 22 e 23, para os dias 3, 5, 7 e 9 de vida pds-natal e
soma de todos os dias, respectivamente. O horario de registro pos-intruso ou
equivalente sera referido como Horario 1 (H1). Os dados foram analisados por ANOVA
de medidas repetidas, no entanto, os dados sdo apresentados separadamente em
cada dia para facilitar a visualizacdo. O valor de p € relativo ao pos-teste da menor
diferenca significativa de Fisher. No caso da amamentacdo em posicdo supino, 0s
dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, uma vez que sdo dados néo
paramétricos. Um total de 9 ninhadas no grupo controle e 12 no grupo violéncia foram

analisadas.

A intervencdo levou a reducdo da amamentacdo com dorso

arqueado(Fintervencao, ;9 = 35,6; p < 0,0001) nos dias 3 (p = 0,0002), 5 (p = 0,0001) e no

somatorio de todos os dias (p = 0,0001). Também houve reducdo da amamentacao

total (Fintervencao, ;9 = 24,2; p < 0,0001) nos dias 3 (p = 0,003), 5 (p = 0,0008) e soma

de todos os dias (p = 0,0001). A fracdo de amamentacao de alta qualidade (dorso
arqueado — high) em relacdo ao total de amamentacdo também foi reduzida

(Fintervengéolllg =13,6; p = 0,002) no DPN3 (p = 0,02), DPN5 (p = 0,001) e soma de

todos os dias (p = 0,002). O tempo de permanéncia de genitora no ninho sofreu

reducao (Fintervencaoy ;o = 14,4; p = 0,001) nos dias 3 (p = 0,02), 5 (p = 0,003) e soma

de todos os dias (p = 0,002).
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A duracdo do comportamento de construcdo do ninho foi maior no grupo

violéncia (Fintervengao, ;9 = 14; p = 0,001) nos dias 3 (p = 0,01) e na soma de todos os

dias (p=0,002). A intervencgéao levou a um aumento do comportamento de autolimpeza

(Fintervengao, 14 = 13; p = 0,002) nos dias 3 (p = 0,014), 9 (p = 0,49) e no somatdrio de

todos os dias (p = 0,002).

DPN3 (H1)

Comportamento
Controle Violéncia P

Amamentagdo com dorso 1008 + 145,9 243,91+ 80,1 0,0002 ***
arqueado (High)
Amamentado relaxada 508,8+130,8  551,1+130,8 >0,05
sobre os filhotes
Amamentag¢do em Supino 77,9 +75,8 00 >0,05
Amamentagao Total 1549 +93,1 794,98 +103,2 0,003 **
High/Amamentac&o Total 0,62 +0,077 0,30 +£0,105 0,02 *
Genitora no Ninho 1608,3 + 86,6 1024,2 + 94,6 0,02 *
Construindo o Ninho 27,8+20,8 215,8 +50,8 0,01 **
Lambendo os Filhotes 167,3+48,3 285,91+ 39,6 > 0,05
Autolimpeza 107,5+ 26,9 351,1+58,9 0,014 *

Tabela 19 — Comportamento maternal nos 30 minutos posteriores a retirada do macho intruso no dia

de vida pés-natal 3 (DPN3) — dados apresentados em tempo médio em segundos * erro padrdo da

média. Controle n=9 e violéncia n=12
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DPNS (H1)

Comportamento

Controle Violéncia P
Amamentaggo com dorso 1172,2£193  288,9+1367 0,000 ****
arqueado (High)
Amamentaggo relaxada 394,1+127,4 388,9£56,1 >0,05
sobre os filhotes
Amamentag¢do em Supino 11,9+11,9 0+0 > 0,05
Amamentagao Total 1578,2+197,1 677,8 £161,8 0,0008 ***
High/Amamentac&o Total 0,66 +0,11 0,21 +0,091 0,001 ***
Genitora no Ninho 1592,2 +195,0 815,17 £ 156 0,003 **
Construindo o Ninho 8,3+5,6 272,4+82,5 0,0006 ***
Lambendo os Filhotes 174,3+90,4 224,1+55,7 > 0,05
Autolimpeza 116,6 £ 53,1 280,8 £40,4 >0,05

Tabela 20 — Comportamento maternal nos 30 minutos posteriores a retirada do macho intruso no dia
de vida pés-natal 5 (DPN5) — dados apresentados em tempo médio em segundos * erro padrdo da

média. Controle n=9 e violéncia n=12

DPN7 (H1)
Comportamento
Controle Violéncia P

Amamentagdo com dorso 327,6+139,6 299,6 + 99,4 >0,05
arqueado (High)

Amamentagdo relaxada 421,5+125,9 585 £ 99,3 >0,05
sobre os filhotes

Amamentag¢do em Supino 409,6 + 231,7 00 > 0,05
Amamentagdo Total 1158 +243,4 884,6+ 158,6 >0,05
High/Amamentacdo Total 0,22 + 0,081 0,23 £ 0,067 > 0,05
Genitora no Ninho 1241,2 + 230,4 986,5 + 165,9 >0,05
Construindo o Ninho 21,4+11,4 164,9 + 37,9 > 0,05
Lambendo os Filhotes 184,9+57,1 365,7 £ 69,9 > 0,05
Autolimpeza 325,1+50,2 378,05+ 59,7 >0,05

Tabela 21 — Comportamento maternal nos 30 minutos posteriores a retirada do macho intruso no dia
de vida pds-natal 7 (DPN7) — dados apresentados em tempo médio em segundos + erro padrdo da

média. Controle n=9 e violéncia n=12
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DPNS9 (H1)

Comportamento
Controle Violéncia P

Amamentacdo com dorso 463241765  247,4+146,6 >0,05
arqueado (High)

Amamentaggo relaxada 465,9 £ 74,3 239,5+90,5 >0,05
sobre os filhotes

Amamentag¢do em Supino 225,8+113,9 166,3 + 149,4 > 0,05
Amamentagao Total 1155 +230,9 653,3+216,9 > 0,05
High/Amamentac&o Total 0,28 +0,10 0,18 + 0,09 > 0,05
Genitora no Ninho 1197,8 £ 222,9 765,6 £ 208,4 >0,05
Construindo o Ninho 29,5+28,4 192,9 + 66 > 0,05
Lambendo os Filhotes 202,2£50,9 161,7 £+ 54,5 > 0,05
Autolimpeza 131,8 £+ 50,2 324,6 £ 97,7 0,049 *

Tabela 22 — Comportamento maternal nos 30 minutos posteriores a retirada do macho intruso no dia
de vida p6s-natal 9 (DPN9) — dados apresentados em tempo médio em segundos * erro padrdo da

média. Controle n=9 e violéncia n=12

Comportamento Somatgrio (H1)

Controle Violéncia P
Amamentag3o com dorso 2971 +291,9 1080 ¢ 167,2 0,0001 ****
arqueado (High)
Amamentaggo relaxada 1790  176,9 1764 £ 182,4 >0,05
sobre os filhotes (blanket)
Amamentagdo em Supino’ 666 (8-1403) 0(0-0) 0,009 **
Amamentagdo Total 5487 +343,0 3011 +351,6 0,0001 ****
High/Amamentacdo Total 0,44 + 0,045 0,23 £ 0,036 0,002 **
Genitora no Ninho 5640 + 347,8 3591 +386,5 0,002 ***
Construindo o Ninho* 39 (1-121) 889 (200-1271) 0,0002 ***
Lambendo os Filhotes 728,7 +141,9 1037 +111,7 > 0,05
Autolimpeza 681,0+111,6 1335+132,1 0,002 ***

Tabela 23 — Somatoério do comportamento maternal nos 30 minutos posteriores a retirada do macho
intruso, ou equivalente, nos dias de vida pds-natal 3, 5, 7 e 9 — dados apresentados em tempo médio
em segundos + erro padrdo da média. ! dados ndo paramétricos analisados pelo teste de Mann
Whitney.
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Os resultados do comportamento maternal 7 horas apos o inicio do ciclo claro
se encontram apresentados nas tabelas 24, 25, 26 e 27 para os dias 3,5, 7 e 9 de
vida respectivamente. Os registros efetuados 7 horas apds o inicio do ciclo claro seréo
referidos como Horario 2 (H2). Os dados foram avaliados por ANOVA de medidas
repetidas seguidas do pos-teste da menor diferenca significativa de Fisher. Nao houve
efeito da intervencdo em nenhuma das variaveis analisadas no segundo horéario de
analise (H2). Um total de 11 ninhadas no grupo controle e 12 ninhadas no grupo

violéncia foram analisadas.

DPN3 (H2)
Comportamento
Controle Violéncia P

Amamentagso com dorso 613,9+161,1  641,1+146,1 >0,05
arqueado (High)

Amamentado relaxada 580,6+130,4  494,8+119,6 >0,05
sobre os filhotes

Amamentag¢do em Supino 47,4+ 47,4 52 +49,6 >0,05
Amamentagao Total 1250,9+173 1187,9+152,3 > 0,05
High/Amamentacdo Total 0,43 + 0,105 0,49 + 0,09 > 0,05
Genitora no Ninho 1281,1+166,5 1238,7 £ 160 >0,05
Construindo o Ninho 102,2 £ 44,5 47,1+27,1 > 0,05
Lambendo os Filhotes 110,7 £32,7 114,7 £ 41,7 > 0,05
Autolimpeza 163,5+45,9 160,2 £+ 41 >0,05

Tabela 24 — Comportamento maternal 7 horas ap6s o inicio do ciclo claro no dia de vida pds-natal 3
(DPN3) — dados apresentados em tempo médio em segundos + erro padrdo da média. Controle n=11

e violéncia n=12
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DPNS (H2)

Comportamento
Controle Violéncia P

Amamentacdo com dorso 439,9+118,6  5388+118,5 >0,05
arqueado (High)

Amamentaggo relaxada 782,8+134,3 568,61+ 116,7 >0,05
sobre os filhotes

Amamentag¢do em Supino 44 +35,3 0+0 > 0,05
Amamentagao Total 1266 +176,3 1107,4 + 198,6 > 0,05
High/Amamentac&o Total 0,32 +0,09 0,45 + 0,09 > 0,05
Genitora no Ninho 1360,9+ 162,9 1142,2 + 200 >0,05
Construindo o Ninho 74,1+ 35 64 > 0,05
Lambendo os Filhotes 243,2 £55,2 166,4 + 40,5 > 0,05
Autolimpeza 181+ 44,7 230,7 £ 63,7 >0,05

Tabela 25 — Comportamento maternal 7 horas ap6s o inicio do ciclo claro no dia de vida pds-natal 5
(DPN5) — dados apresentados em tempo médio em segundos + erro padrao da média. Controle n=11

e violéncia n=12

DPN7 (H2)
Comportamento
Controle Violéncia P

Amamentag3o com dorso 682,3 + 183 601,1+127,9 >0,05
arqueado (High)

Amamentaggo relaxada 553,9+97,6 732,3+115 >0,05
sobre os filhote

Amamentag¢do em Supino 304,3 +£183,6 40,4 + 25,9 > 0,05
Amamentagao Total 1540,5+91,3 1737,7 +148,3 > 0,05
High/Amamentacdo Total 0,41+0,11 0,39 +0,08 > 0,05
Genitora no Ninho 1553,3+89 1387 +148,3 >0,05
Construindo o Ninho 0,6+0,4 14,4+8,7 > 0,05
Lambendo os Filhotes 130,6 + 36 132,6 £53,9 > 0,05
Autolimpeza 123,6 +48,9 82,7+27,1 >0,05

Tabela 26 — Comportamento maternal 7 horas apos o inicio do ciclo claro no dia de vida p6s-natal 7
(DPN7) — dados apresentados em tempo médio em segundos + erro padrdo da média. . Controle n=11

e violéncia n=12
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DPNS9 (H2)

Comportamento
Controle Violéncia P

Amamentagdo com dorso 2046+117,8  266,4+106,5 >0,05
arqueado (High)

Amamentagao relaxada

+ + >

sobre os filhotes (blanket) 529,5£155,1 324,5+61,3 0,05
Amamentagdo em Supino’ 245 £ 111 283,7 £ 157,5 >0,05
Amamentagao Total 979,1+217,9 874,6 £ 213 > 0,05
High/Amamentac&o Total 0,16 + 0,08 0,2 +0,08 > 0,05
Genitora no Ninho 1002,2 £224,4  884,4+212,4 >0,05
Construindo o Ninho 69,3 +61,6 23,1+12,1 > 0,05
Lambendo os Filhotes 54,4 + 19 110,6 + 23,2 > 0,05
Autolimpeza 44,1+ 15,4 90,5+35,3 >0,05

Tabela 27 — Comportamento maternal 7 horas apos o inicio do ciclo claro no dia de vida pds-natal 9
(DPN9) — dados apresentados em tempo médio em segundos * erro padréo da média. ! dados ndo

paramétricos analisados pelo teste de Kruskal-Wallis.

O somatorio de todos os dias para cada comportamento no horario H2 esta
apresentado na tabela 28. Os dados foram analisados pelo teste t de Student quando
seguiam distribuicdo normal e pelo teste de Mann Whitney quando seguiam
N&o houve efeito da

distribuicAo ndo paramétrica. intervencdo para 0s

comportamentos avaliados no segundo horario (H2).
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Somatério (H2)

Comportamento
Controle Violéncia P

Amamentagdo com dorso 1941 + 281,3 2047 £307,2 >0,05
arqueado (High)

Amamentagao relaxada

+ + >

sobre os filhotes (blanket) 2456+ 2816 2120£191,8 0,05
Amamentagdo em Supino’ 640,6 + 226,8 376,1+184,2 >0,05
Amamentagao Total 5037 +382,6 4544 + 435,2 > 0,05
High/Amamentac&o Total 0,33+0,03 0,38 +0,04 > 0,05
Genitora no Ninho 5197 +£371,9 4652 + 4446 > 0,05
Construindo o Ninho 5197 +371,9 4652 + 4446 > 0,05
Lambendo os Filhotes 538,8 + 70,87 524,2 + 60,88 > 0,05
Autolimpeza 512,1+ 88,70 564,1 + 65,63 >0,05

Tabela 28 — Somatério do comportamento maternal 7 horas apés o inicio do ciclo claro nos dias de vida
poés-natal 3, 5, 7 e 9 — dados apresentados em tempo médio em segundos + erro padrdo da média. *

dados ndo paramétricos analisados pelo teste de Mann-Whitman. Controle n=11 e violéncia n=12.

O somatorio de todos os dias e todos os horarios para cada comportamento
estd apresentado na tabela 29. Os dados foram analisados pelo teste t de Student
guando seguiam distribuicdo normal e pelo teste de Mann Whitney quando seguiam
distribuicdo ndo paramétrica. Um total de 9 ninhadas no grupo controle e 12 ninhadas

no grupo violéncia foram avaliadas.

A intervencdo causou reducdo dos comportamentos de amamentacdo com
dorso arqueado (t19=3,2; p=0,005), amamentac¢éao total (t19=3,3; p=0,004), fracédo de
amamentacao de alta qualidade (dorso arqueado/total) (t19=2,3; p=0,04) e tempo de
permanéncia no ninho (t1e=2,7; p=0,02). Ainda levou a um aumento na duracdo dos
comportamentos de construg¢ao de ninho (U=19; p = 0,01) e autolimpeza (t19=3,9; p =

0,001).
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Somatario de todos os dias e horarios (H1 + H2)

Comportamento

Controle Violéncia P
Amamentaggo com dorso 4729+363,8  3127+332,0 0,005 **
arqueado (High)
Amamentaggo relaxada 1351£399,8  542,4%307,9 >0,05
sobre os filhotes (blanket)
Amamentagdo em Supino’ 1800 (95-1852) 95 (0-569) > 0,05
Amamentagao Total 10322 + 560,2 7554 +596,3 0,004 **
High/Amamentac&o Total 0,38+0,03 0,31+0,02 0,04 *
Genitora no Ninho 10632 +563,4 8244 + 654,3 0,02*
Construindo o Ninho' 183 (44-549) 922 (279-1507) 0,01**
Lambendo os Filhotes 1275 +157,1 1562 +138,3 > 0,05
Autolimpeza 1157 +123,9 1899 + 136,7 0,001 ***

Tabela 29 — Somatério do Comportamento Maternal em todos os dias e horarios avaliados — dados

apresentados em tempo médio em segundos + erro padrdo da média. ! dados ndo parameétricos

analisados pelo teste de Mann-Whitman. Controle n=9 e violéncia n=12.

Os padrdes de amamentacao nos dois grupos sdao mostrados nas figuras 11,

12 e 13 para amamentacdao com dorso arqueado, amamentacao relaxada sobre os

filhotes e amamentacao supino respectivamente.

© controle
B violencia

Tempo (s)

15009

10004

T T T T T
H1 H2 H1 H2 H1

T
H2

Hl H2 Hl H2 H1 H2 Hl H2 Hl H2

DPN3 DPNS DPN7

DPN9 DPN3 DPNS DPN7 DPN9

Figura 11 — Padrao de amamentacgao com dorso arqueado nos grupos controle e violéncia nos horarios

H1 (ap0s intruso ou equivalente) e H2 (7h apds acendimentos das luzes). Dados apresentados em

média * erro padrao da média. Tempo em segundos.
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Figura 12 — Padrdo de amamentacéo relaxada sobre os filhotes nos grupos controle e violéncia nos
horarios H1 (apds intruso ou equivalente) e H2 (7h apds acendimentos das luzes). Dados apresentados
em média = erro padrdo da média. Tempo em segundos.
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Figura 13 — Padrdo de amamentagcdo em posi¢cdo supino nos grupos controle e violéncia nos horarios

H1 (ap0s intruso ou equivalente) e H2 (7h apés acendimentos das luzes). Dados apresentados em

média * erro padrao da média. Tempo em segundos.
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4.2.3. Massa corporal das genitoras nos dias 5 e 21 de vida p6s-parto

A massa corporal das genitoras foi avaliada nos dias 5 e 22 de vida pos-parto
(Figura 14). Os animais utilizados na analise do dia 5 sdo as genitoras do experimento
1, enquanto que os animais utilizados nas analises do dia 22 sdo as genitoras do
experimento 2. Houve efeito do tempo (F132=23,9; p<0,0001) e da intervencao
(F1,32=4,36 p=0,044) sobre a variavel em analise. As genitoras do grupo violéncia
apresentam menor massa corporal no dia 22 de vida pés-parto (290,3g + 3,8; n=11)
guando comparadas as genitoras do grupo controle (318,69 = 9,8; n= 10; teste da
menor diferenca significativa de Fisher; p=0,005). Nao houve diferenca de peso entre

as genitoras no DPP 5.
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Figura 14 — Massa corporal das genitoras nos dias 5 e 22 de vida pés-parto — Dados apresentados em
média * erro padrdo da média. Houve diferenca entre os grupos apenas no dia 22 de vida pds-parto.
Controle DPP 5 n=7; Violéncia DPP 5 n= 8; Controle DPP 22 n= 10; Violéncia DPP 22: n=11. DPP =

dia de vida pos-parto.
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4.2.4. Comportamento semelhante a ansiedade em filhotes juvenis

Os animais na idade juvenil, 29 dias de vida pos-natal, foram avaliados para
comportamento semelhante a ansiedade utilizando-se o protocolo de Labirinto em
Cruz Elevado. Os dados de tempo e numero de entradas nos bracos abertos,
fechados e centro sdo apresentados na tabela 30. Os comportamentos considerados
de avaliacdo de risco (mergulho, levantamento nas patas traseiras, esticar e

autolimpeza) sao apresentados na tabela 31.

Os animais do grupo violéncia apresentaram menor frequéncia de entrada

(Fintervengo, g,=21; p<0,0001) e tempo de permanéncia (Fintervencao; 5,=24; p<0,0001)

nos bracgos abertos em ambos os géneros, passando mais tempo que os controles no

braco fechado (FintervengéoLGO:l?; p=0,0001).

Comportamento Machos Fémeas
Controle Violéncia p Controle Violéncia p

Bragos Abertos (Dur.) 38,86+5,9 16,8+3,5 0,001 37,9+4,8 15,2+3,6 0,0009
Bragos Fechados (Dur.) 201 +10,3 247,13 +7,3 0,002 204,7 £13,1 242,1+8,8 0,01
Centro (Dur.) 60,1+7,3 36+5,2 0,02 57,4+9,8 42,6 +5,9 > 0,05
Bragos Abertos (Freq.) 4,4+0,4 25+0,4 0,01 4,6+0,7 1,9+0,5 0,0003
Bragos Fechados (Freq.) 8,8+0,8 6,1+0,7 0,017 8,2+0,8 5,5+0,8 0,017
Centro (Freq.) 12,4+1,1 7,6+0,8 0,004 11,8+1,4 69+1,1 0,003

Tabela 30 — Tempos e frequéncias de entrada nos bragos abertos, fechados e centro do labirinto em
cruz elevado em filhotes machos e fémeas de 29 dias. Freq. = frequéncia; Dur. = duracdo em segundos.
Valor de p se refere ao valor calculado pelo pds-teste da minima diferenca significativa de Fisher. Foram

avaliados 16 animais de cada género em cada grupo.

Houve interagdo entre a intervencgdo e género na determinag¢édo da duracéo do

comportamento de mergulhar (Fintervengao x género; 5,=13,8; p=0,0004), ocorrendo uma
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reducdo nos machos violéncia em comparacao aos controles (p=0,003) e um aumento
nas fémeas violéncia em relacdo aos controles (p=0,034). Um efeito semelhante

ocorreu na frequéncia do mesmo comportamento (Fintervencéo x género; 5o=24; p=0,0007).

N&o houve diferenca entre os grupos para 0os comportamentos de levantar nas patas
traseiras e autolimpeza (frequéncia e duracdo). Para a duragcdo do comportamento

de esticar, houve efeito do tratamento (Fintervencao; 5;=23; P<0,0001) e interacao
(Fintervencgo x generoy 6o=7,8; p=0,007), com aumento da duracdo apenas nos machos

(p<0,0001). Os resultados para a frequéncia do comportamento de esticar foram

semelhantes. Houve efeito tanto de género (Fgenero; ¢o=11; p=0,0015) quanto da
intervencao  (Fintervencaoy ¢;=9,1; p<0,0037), havendo também interacdo entre eles
(Fintervengao x genero; 50=4,6; p=0,04). O efeito foi confirmado pelo pds-teste em machos,

havendo aumento do comportamento no grupo violéncia em comparagdo com 0 grupo

controle (p=0,0005).

Machos Fémeas

Comportamento . T
Controle Violéncia P Controle Violéncia p

Mergulhar (Dur.) 13,8+2,1 52+0,9 0,003 6,6 +1,4 12,7+2,9 0,034
Levantar nas patas 31,437 25445 >0,05 19,4+2,5  255:3,4 >0,05
traseiras (Dur.)
Esticar (Dur.) 10,8+1,8 29+3,5 <0,0001 13,3+1,6 18,2+2,2 > 0,05
Autolimpeza (Dur.) 11,9+ 2,6 13,3+3 > 0,05 15,9+ 3,2 13+3,5 > 0,05
Mergulhar (Freq.) 16,8+ 2,7 6,2+1,2 0,0001 68+1,1 93+1,9 > 0,05
Levantar nas patas 25,842 233435 >0,05 13,8415 1642 >0,05
traseiras (Freq.)
Esticar (Freq.) 129+2 22,1+2,2 0,0005 10,8 +1,3 12,3+1,5 > 0,05
Autolimpeza (Freq.) 4,9+0,9 51+1,2 > 0,05 3,4+0,7 3,1+0,7 > 0,05

Tabela 29 — Tempos e frequéncias dos comportamentos exploratérios associados ao labirinto em cruz
elevado em filhotes machos e fémeas de 29 dias. Freq. = frequéncia; Dur. = duracdo em segundos.
Valor de p se refere ao valor calculado pelo pos-teste da minima diferenca significativa de Fisher. Foram

avaliados 16 animais de cada género em cada grupo.
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4.2.5. Comportamento de locomocéo

N&o houve diferenca entre os grupos no teste de locomocdo em campo aberto

em ambos 0s géneros.
4.2.6. Dosagens bioquimicas

Os niveis de corticosterona basal dos filhotes aos 28 dias de vida pos-natal
foram medidos. Os resultados se encontram apresentados graficamente na figura 15.
Houve efeito da intervencdo sobre os niveis de corticosterona plasmatica basal
(Fintervengao, ,=14,5 p=0,0007). Os niveis encontrados foram: Machos C: 285,8 ng/ml +
55,1; n=7 vs V 129,9 ng/ml + 23,8; n=8; p=0,006; Fémeas C: 283 ng/ml £ 26,8; n=10
vs V: 173,1 ng/ml £ 29,9; n=8; p=0,02.

] controle

Il violéncia

400 = * %
I *
300 o T T
E
o> 200
[
100 +
0
Macho FéEmea

Figura 15 — Corticosterona plasmatica basal em filhotes aos 28 dias de vida pés-natal - Dados

apresentados em média + erro padrdo da média - Machos C: n=7 vs V: n=8; C: n=10 vs V: n=8; p=0,02.
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4.2.7. Correlacdes modelo 1

Com o objetivo de compreender as relagdes entre as variaveis avaliadas no
comportamento maternal e as alteracfes no teste de labirinto em cruz elevado e nos
niveis de corticosterona, foi realizado um estudo de correlacdo, usando 0s grupos
controle e violéncia, conforme descrito na secdo de materiais e métodos. As
correlagcdes entre comportamento maternal e o tempo de permanéncia no braco
fechado séo apresentados tabela 32 para filhotes machos e na tabela 33 para filhotes
fémeas. As mesmas correlaces foram avaliadas em relacdo aos niveis plasmaticos

de corticosterona nos filhotes machos (Tabela 34) e fémeas (Tabela 35).

Tempo Brago Fechado Filhotes Machos Juvenis

Variaveis Coeficiente de Correlagao Significancia N

Construindo Ninho H1 DPN5 0,568 0,002 26

Amamentacado Relaxada Sobre Os

Filhotes H1 DPN5 0,519 0,007 26
Amamenta?gao Supino H1 Soma de 0,514 0,007 2%
todos os dias

Amamenta.u;ao Supl’n? Soma de 0,514 0,007 2
todos os dias e hordrios

Genitora n.o Ninho H2 Soma de 0,498 0,01 %
todos os dias

Amamenta?gao Total H2 soma de 0,475 0,014 %
todos os dias

Amamentagdo com Dorso Arqueado

H1 DPNS 0,47 0,015 26
Construmd.o Ninho H1 Soma de 0,454 0,02 %
todos os Dias

Con§trumdo I,\l{nho Soma de todos 0,454 0,02 26
os dias e horarios

Amamentagao Supino H2 DPN7 -0,431 0,028 26
Lambendo os Filhotes H1 DPN9 -0,429 0,029 26
Construindo Ninho H1 DPN3 0,423 0,031 26
Aytollmpeza H2 Soma de Todos os 0,423 0,031 26
Dias

Autolimpeza H2 DPN5 0,412 0,036 26
Genitora no Ninho H1 DPN9 -0,407 0,039 26
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Amamentagao Total H1 DPN9 -0,397 0,044 26
Amamentacao Total H2 DPN7 -0,392 0,047 26

Genitora no Ninho H2 DPN9 -0,39 0,049 26

Tabela 32 — Variaveis correlacionadas a variavel tempo no braco fechado do labirinto em cruz elevado
em filhotes machos juvenis, controles e violéncia através do coeficiente de correlagédo de Pearson. DPN
= dia de vida pos-natal; H1 = registro de comportamento maternal nos 30 minutos posteriores ao macho
intruso ou horario correspondente em controles; H2 = registro de comportamento 3 horas apds o macho

intruso.

Tempo Brago Fechado Filhotes FEmeas Juvenis

Variaveis Coeficiente de Correlagdo Significancia N
Amamentagdo com Dorso Arqueado
H1 DPN3 0,634 0,001 26
Genitora no Ninho H1 DPN3 -0,612 0,001 26
Amamentagdo Total H1 DPN3 -0,595 0,001 26
Amamentagdo com Dorso Arqueado
H1 Soma de todos os dias 0,498 0,01 26
Amamentacao com.Dorso Arggeado 0,498 0,01 2
Soma de todos os Dias e Horarios
Amamentagdo com Dorso Arqueado
H1 DPNS 0,442 0,024 26
Autolimpeza H2 DPN9 0,442 0,024 26
Autolimpeza H1 DPN3 0,423 0,031 26
Amamentacao Relaxada Sobre os
Filhotes H2 DPN3 0,418 0,034 26
Amamentacgdo Relaxada Sobre os
Filhotes H2 DPN5 0,415 0,035 26
High/Amamentagdo Total H1 DPN3 -0,409 0,038 26
H|gh/Amamen'ta<;ao Total H1 Soma 0,402 0,042 2
de Todos os Dias
H|gh/AmarT1enta<;ao’t'otaI Soma de 0,402 0,042 2%
Todos os dias e Horarios
Construindo o Ninho H1 DPN3 0,397 0,044 26

Tabela 33 — Variaveis correlacionadas a variavel tempo no braco fechado do labirinto em cruz elevado
em filhotes fémeas juvenis, controles e violéncia, através do coeficiente de correlagéo de Pearson. DPN
= dia de vida pos-natal; H1 = registro de comportamento maternal nos 30 minutos posteriores ao macho
intruso ou horario correspondente em controles; H2 = registro de comportamento 3 horas apds o macho

intruso; High = Amamentag&o com dorso arqueado.
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Niveis Plasmaticos de Corticosterona Filhotes Machos Juvenis

Variaveis Coeficiente de Correlagao Significancia N
Autolimpeza H2 DPN9 0,735 0,003 14
Amamentacao Total H2 DPN5 0,562 0,036 14

Amamentacdo Total/Genitora no

Ninho H2 Soma de todos os dias 0,559 0,038 14

Amamentagdo Total/Genitora no

Ninho H1 DPN9 0,548 0,042 14

Tabela 34 — Variaveis correlacionadas a variavel niveis plasmaticos de corticosterona em filhotes
machos juvenis, controles e violéncia, através do coeficiente de correla¢do de Pearson. DPN = dia de
vida pos-natal; H1 = registro de comportamento maternal nos 30 minutos posteriores ao macho intruso

ou horério correspondente em controles; H2 = registro de comportamento 3 horas apds o macho intruso.

Niveis Plasmaticos de Corticosterona Filhotes Fémeas Juvenis

Variaveis Coeficiente de Correlagdo Significancia N
Genitora no Ninho H1 DPN3 0,8 0,0003 15
Construmd.o Ninho H1 Soma de 0,784 0,001 15
todos os Dias
ConstrL’ur\do o Nlnho Soma de Todos 0,784 0,001 15
os Horarios e Dias
Amamentacao Total H1 DPN3 0,761 0,001 15
Construindo o Ninho H1 DPN5 -0,732 0,002 15
Construindo o Ninho H1 DPN3 -0,703 0,003 15
Amamentagdao com Dorso Arqueado 0,692 0,004 15
H1 Soma de todos os dias
Amamentagao com Dolr§o Aqu.Jeado 0,692 0,004 15
Soma de todos os Horarios e dias
Amamentagdo com Dorso Arqueado
H1 Soma de todos os dias 0,668 0,007 5
ngh/Amar.nentagac’) Total Soma de 0,668 0,007 15
todos os dias e horarios
Construindo o Ninho H1 DPN7 -0,636 0,011 15
Amamentagdo com Dorso Arqueado
H1 DPN3 0,624 0,013 15
Amamentagdo com Dorso Arqueado
H1 DPNS 0,618 0,014 15
Amamentacgdo Total H1 soma de 0,611 0,016 15

todos os dias
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Amamentacao Total soma de todos

. L. 0,611 0,016 15
os dias e hordrios
Amamentacao Total H2 DPN7 0,594 0,02 15
Genitora no Ninho H1 DPN7 0,59 0,021 15
Genitora n.o Ninho H1 Soma de 0,584 0,022 15
todos os dias
Genllthra no.N|nho soma de todos os 0,584 0,022 15
horarios e dias
High/Amamentag¢3do Total H1 DPN5 0,579 0,024 15
Autolimpeza H1 DPN3 -0,576 0,025 15
Amamentacao relaxada sobre os
filhotes H2 DPN5 0,541 0,037 5
Amamentagdo Total H1 DPN5 0,519 0,047 15

Tabela 35 — Varidveis correlacionadas a variavel niveis plasmaticos de corticosterona em filhotes
fémeas juvenis, controles e violéncia, através do coeficiente de correlagdo de Pearson. DPN = dia de
vida pos-natal; H1 = registro de comportamento maternal nos 30 minutos posteriores ao macho intruso
ou horario correspondente em controles; H2 = registro de comportamento 3 horas apds 0 macho intruso;

High = Amamentag&o com dorso arqueado.

4.2.8. Correlagdes modelo 2

Buscando compreender as relacdes entre as variaveis avaliadas no
comportamento maternal e agressivo-maternal e as alteracdes no teste de labirinto
em cruz elevado e nos niveis de corticosterona, foi realizado um estudo de correlagéo,
usando apenas o grupo violéncia, conforme descrito na secdo de materiais e métodos.
As correlagcbes entre comportamento maternal e agressivo maternal e o tempo de
permanéncia no brago fechado séo apresentados tabela 36 para filhotes machos e na
tabela 37 para filhotes fémeas. As mesmas correlacdes foram avaliadas em relagéo
aos niveis plasmaticos de corticosterona nos filhotes machos (Tabela 38) e fémeas

(Tabela 39).
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Tempo Brago Fechado Filhotes Machos Juvenis

Variaveis Coeficiente de Correlagdo Significancia N
Amamenta.u;ao Total H2 Soma de 0,661 0,005 16
todos os dias
Genitora n.o Ninho H2 Soma de 0,661 0,005 16
todos os dias
Amamentagao relaxada sobre os
filhotes H2 soma de todos os dias 0,641 0,007 16
Autolimpeza durante o Agressivo
DPN7 0,579 0,019 16
Amamentagao supino H2 DPN3 -0,558 0,025 16
Genitora no Ninho H2 DPN9 -0,555 0,026 16
Construindo Ninho H1 DPN5 0,553 0,026 16
A.utollmpeza H2 soma de todos os 0,551 0,027 16
dias
Ataques (Freq.) DPN9 0,551 0,027 16
Amamentacao relaxada sobre os
filhotes H2 DPN5 0,531 0,034 16
Subjugac¢do da Genitora DPN3 0,528 0,036 16
Ataques Totais DPN5 -0,517 0,04 16
Interagdo Intruso—Flﬁhotes (Dur.) 0,516 0,041 16
Soma de todos os dias
Amamentagao supino H1 DPN9 -0,512 0,043 16
Amamenta.u;ao supino H1 soma de 0,512 0,043 16
todos os dias
Lambendo os Filhotes H2 DPN7 -0,506 0,045 16

Tabela 36 — Variaveis correlacionadas a variavel tempo no braco fechado do labirinto em cruz elevado
em filhotes machos juvenis do grupo violéncia, através do coeficiente de correlacado de Pearson. DPN
= dia de vida pés-natal; H1 = registro de comportamento maternal nos 30 minutos posteriores ao macho
intruso ou horéario correspondente em controles; H2 = registro de comportamento 3 horas apds o macho

intruso; Freq. = frequéncia; Dur. = duracao.
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Tempo Brago Fechado Filhotes Fémeas Juvenis

Variaveis Coeficiente de Correlagdo Significancia N
Itr;tdeor:iésodzinitora—FiIhotes soma de 0,564 0,023 16
f;:il;gjfzioago Intruso soma de 0,562 0,023 16
Interagdo Genitora-Filhotes DPN3 -0,555 0,026 16
finotes W3 soma de dos o die 0553 0026 15
Interagdo Genitora-Filhotes DPN5 -0,532 0,034 16
gLFJ)':\Io;impeza durante o agressivo 0,51 0,043 16
Ataques (Freq.) DPN7 0,508 0,045 16

Tabela 37 — Variaveis correlacionadas a varidvel tempo no braco fechado do labirinto em cruz elevado
em filhotes fémeas juvenis, do grupo violéncia, através do coeficiente de correlacdo de Pearson. DPN
= dia de vida pés-natal; H1 = registro de comportamento maternal nos 30 minutos posteriores ao macho
intruso ou horario correspondente em controles; H2 = registro de comportamento 3 horas apds o macho

intruso; Freq. = frequéncia; Dur. = duracao.

Niveis Plasmaticos de Corticosterona Filhotes Machos Juvenis

Varidveis Coeficiente de Correlagao Significancia N
Boxeando e Chutando (Dur.) PND5 0,914 0,002 8
Lambendo os Filhotes H2 DPN5 0,865 0,006 8
ﬁma?:qtaljgl\?s;otaI/Genitora no 0,864 0,006 3
Interagdo Genitora-Filhotes DPN3 0,862 0,006 8
Construindo Ninho H2 DPN9 0,825 0,012 8
Autolimpeza H2 DPN9 0,814 0,014 8
Ataques (Dur.) DPN7 0,813 0,014 8
High/Amamentacdo Total H1 DPN9 0,804 0,016 8
Ataques (Freq.) DPN3 -0,768 0,026 8
Agressivo Total (Dur.) DNP7 0,767 0,026 8
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Amamentacao Supino H2 DPN7 0,764 0,027 8

Autolimpeza Durante o Agressivo

(Freq.) DNP3 0,764 0,027 8
Ataques (Dur.) DPN3 -0,756 0,03 8
Amamentagao Total H1 DPN7 -0,752 0,031 8
Genitora no Ninho H1 DPN7 -0,744 0,034 8
e s o) o s
Amamentacado com dorso Arqueado 0,72 0,044 3

H1 DPN9

Tabela 38 — Varidveis correlacionadas a variavel niveis plasmaticos de corticosterona em filhotes
machos juvenis do grupo violéncia, através do coeficiente de correlagao de Pearson. DPN = dia de vida
poés-natal; H1 = registro de comportamento maternal nos 30 minutos posteriores ao macho intruso ou
horario correspondente em controles; H2 = registro de comportamento 3 horas apés o macho intruso;

Freg. = frequéncia; Dur. = duracéo; High = Amamentacao com dorso arqueado.

Niveis Plasmaticos de Corticosterona Filhotes Fémeas Juvenis

Variaveis Coeficiente de Correlagdo Significancia N
Genitora no Ninho H1 PND3 0,926 0,001 8
Amamentagdo com Dorso Arqueado
H2 DPN7 0,867 0,005 8
Interagdo Genitora-Intruso (Dur.)
DPN3 0,857 0,007 8
Amamenta?gao Total H2 Soma de 0,852 0,007 8
todos os dias
Mordidas (Freq.) DPN7 -0,851 0,007 8
Amamentagdo Total H1 DPN3 0,837 0,01 8
Genitora n'o Ninho H2 Soma de 0,831 0,011 3
todos os dias
Interagdo Genltora—!ntruso (Dur.) 0,822 0,012 3
Soma de todos os dias
Subjugac¢do da Genitora (Dur.) DPN7 -0,821 0,012 8
High/Amamentagdo Total H2 DPN7 0,819 0,013 8
Boxeando e Chutando (Dur.) PND7 -0,818 0,013 8
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Construindo o Ninho H1 soma de

. -0,815 0,014 8
todos os dias
Construmd.o o Nlnh'o.Hl soma de 0,815 0,014 3
todos os dias e horarios
Autolimpeza PND9 0,794 0,019 8
Amamentagcdao com Do.rso Arqueado 0,783 0,022 3
H2 soma de todos os dias
Subjugacdo da Genitora (Freq.)
DPN7 -0,78 0,022 8
Construindo o Ninho H1 DPN5 -0,779 0,023 8
Amamentacao Total H2 DPN7 0,771 0,025 8
Subjugacdo da Genlltora (Freq.) 0,768 0,026 3
Soma de todos os dias
Subjugacdo d? Genitora (Dur.) Soma 0,764 0,027 3
de todos os dias
Subjugacdo da Genitora (Dur.) DPN3 -0,763 0,027 8
Interagdo Genitora-Intruso (Dur.)
DPNS 0,759 0,029 8
Genitora no Ninho H2 DPN7 0,753 0,031 8
Agressivo (Freq.) Total DPN7 -0,739 0,036 8
Interacdo Gemtora—?ntruso (Freq.) 0,732 0,039 3
Soma de todos os dias
Mordldas (Freq). Soma de todos os 0,727 0,041 3
dias
Amamentacao Total H2 DPN3 0,718 0,045 8

Tabela 39 — Variaveis correlacionadas a variavel niveis plasmaticos de corticosterona em filhotes
fémeas juvenis do grupo violéncia, através do coeficiente de correlagdo de Pearson. DPN = dia de vida
pos-natal; H1 = registro de comportamento maternal nos 30 minutos posteriores ao macho intruso ou
horario correspondente em controles; H2 = registro de comportamento 3 horas apés o macho intruso;

Freq. = frequéncia; Dur. = duracéo; High = Amamentac&o com dorso arqueado.
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4.3 EXPERIMENTO 3 — AVALIACAO DOS FILHOTES MACHOS QUANDO

ADULTOS

4.3.1. Comportamento semelhante a ansiedade

A laténcia para deixar o braco fechado do labirinto em T-elevado na primeira
tentativa foi medida como um indicador da ansiedade dos animais. Os resultados sé&o
apresentados graficamente na figura 16. Os animais do grupo violéncia apresentaram
laténcia significativamente maior para sair do braco fechado (81,43 segundos + 18,77
n=16) quando comparados com os animais do grupo controle (31,05 segundos *+ 10,20

n=16; t30=2,36; p=0,025).
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Figura 16 — Laténcia para sair do braco fechado na primeira tentativa do labirinto em T-Elevado. Dados

apresentados em Média + erro padrdo da média em segundos. C n=16 vs V: n=16.

4.3.2. Avaliagdo cognitiva

A memoria espacial de trabalho foi avaliada através do protocolo de Labirinto

em T-elevado. Os dados estédo apresentados graficamente na figura 17. Os animais
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gue atingiram o teto de tempo (180 segundos) na primeira tentativa foram excluidos
da analise. A distribuicéo do percentual de animais que aprendem a tarefa por numero

de tentativas foi avaliada pelo teste de Quiquadrado. As distribuicbes foram

significativamente diferentes entre os grupos (X26 =81,7; p <0,0001).

50 1 [ ] controle

M violéncia
40 o =

30 A

do total de anim ais

%

1 2 3 4 5 6 7

nimero de tentativas

Figura 17 — Percentual de animais que aprendem a tarefa de labirinto em T-elevado a cada tentativa.

Dados apresentados em percentual de animais do total que aprendem a tarefa a cada tentativa.

A capacidade cognitiva dos animais na idade adulta também foi avaliada pelo
teste de reconhecimento de objetos. O percentual de tempo explorando o novo objeto
para cada animal em cada grupo esta representado graficamente na figura 18. Foi
considerado como tarefa aprendida os animais que passaram 55% do tempo ou mais

explorando o novo objeto na sesséo de teste.

Dos 16 animais do grupo controle, 11 conseguiram passaram mais tempo
explorando o novo objeto durante o teste, sendo considerado como tarefa aprendida.

No grupo violéncia apenas 5 aprenderam a tarefa, sendo a distribuicdo do
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aprendizado significativamente diferente nos dois grupos (X21:4,5; p=0,03). O

percentual de animais que aprenderam a tarefa em cada grupo € apresentado na

figura 19.
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Figura 18 — Percentual de tempo explorando o novo objeto na tarefa de reconhecimento de objetos

para cada animal — A barra continua representa a média. A linha tracejada representa a divisdo entre

aprender e ndo-aprender a tarefa. n=16 animais por grupo.
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Figura 19 — Percentual de animais que aprenderam a tarefa de reconhecimento de objetos em cada

grupo.

4.3.3. Resposta ao estresse repetido

Os niveis de corticosterona basal foram significativamente menores no grupo
violéncia (110,6 ng/ml £ 18,07 n=8) quando comparado com o grupo controle (240,3
ng/ml £ 64,32 n=6; t11=2,2; p = 0,04) (Figura 20). A variancia foi significativamente

menor no grupo violéncia em comparacao ao grupo controle (Fs=9,5; p = 0,01).

92



400 =

300 = -1

200 =

ng/m

100 +

0 T

Controle Violéncia

Figura 20 — Corticosterona plasmatica basal em animais do grupo controle e violéncia. Dados
apresentados em média + erro padrdo da média em nanogramas por militro de plasma. C: n=6 vs V:
n==8).

Alem do efeito direto do estresse (Festresse; 33=895; p=0,005) houve interagao

das variaveis independentes intervencdo e estresse na definicdo dos niveis de
corticosterona 24h ap6s a Ultima sessdo de estresse por contencdo (Fintervencao x

estresse; 36= 4,6; p = 0,04). Os niveis de corticosterona plasmatica do grupo violéncia

estressado foram significativamente maiores do que os do grupo violéncia basal (pos-
teste da diferenca minima significativa de Fisher p = 0,0006). Nao houve diferenca
entre o0s niveis de corticosterona do grupo controle basal e controle estressado. Média
Controle Basal 240,3 ng/ml + 64,32 n=6 x Controle Estresse 289,3 ng/ml + 30,32 n=14
e Violéncia Basal 110,6 ng/ml £ 18,07 n=8 x Violéncia Estresse 403,4 ng/ml + 75 n=12.

Dados apresentados graficamente na Figura 21.
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Figura 21 — Corticosterona plasmética em animais controles, controles estressados, violéncia e
violéncia estressados. Dados apresentados em média + erro padrdo da média em nanogramas por
militro de plasma. Controle Basal n=6 x Controle Estresse n=14 e Violéncia Basal n=8 x Violéncia
Estresse n=12.

4.3.4. Desenvolvimento corporal

As curvas de desenvolvimento corporal do dia 28 ao dia 120 de vida pés-natal
sdo apresentadas na Figura 22. As diferencas no ganho de massa corporal foram
avaliadas através do estabelecimento da equacado polinomial de terceira ordem que
prediz 90% ou mais dos casos em cada grupo. As equacdes de cada grupo foram
entdo comparadas para verificar se séo significativamente diferentes. A equagao que
prediz os valores de massa corporal do grupo controle (R2 = 0,95) é significativamente
diferente da equacéo que prediz os valores de massa corporal dos animais do grupo

violéncia (R2 = 0,94 diferenca da soma dos quadrados F4= 38,8 p < 0,0001).
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Figura 22 — Curva de ganho de massa corporal no grupo controle (tridngulos) e violéncia (quadrados).

Os simbolos representam a média do grupo no dia da pesagem.

A comparacdo da massa corporal proporcional entre os grupos nos fornece
uma visao mais precisa das diferencas de desenvolvimento corporal em cada dia de
pesagem. A média da massa do grupo controle em cada dia de pesagem foi
considerada como 100% e a média do grupo violéncia foi expressa como fracao do
total (média grupo violéncia/média grupo controle). As comparacdes foram feitas a
partir dos coeficientes de variancia e do nimero de casos de cada média, utilizando-
se o teste ANOVA seguido do pés-teste de Bonferroni para comparacdes multiplas.
Houve diferenca significativa na massa corporal entre os grupos em todos os dias de

pesagem (p de 0,05 a 0,001). Dados apresentados graficamente na figura 23.
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Figura 23 — Massa corporal proporcional em filhotes machos — Média da massa corporal do grupo
controle = 100%. Média do grupo violéncia expressa como fracdo do controle (Média do grupo
violéncia/média do grupo controle em cada dia) barras de variabilidade representam coeficiente de

variacdo %. * p < 0,05; ** p< 0,01; *** p<0,001

4.3.5. Correlacdes modelo 1

As relacbes entre as variaveis avaliadas no comportamento maternal e
agressivo-maternal e as alteragbes no teste de labirinto em T elevado,
reconhecimento de objetos, resposta ao estresse repetido e ganho de massa corporal,
foram analisadas pelo teste de correlacdo de Pearson para dados paramétricos e de

Spearman para dados ndao paramétricos, incluindo os grupos controle e violéncia.

As correlagfes entre comportamento maternal e a laténcia para deixar o braco
fechado no teste de labirinto em T elevado sé&o apresentados na tabela 40. As mesmas
correlacdes foram avaliadas em relagdo ao numero de tentativas para aprender a

tarefa de labirinto em T-elevado (tabela 41), percentual de tempo explorando 0 novo
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objeto (Tabela 42), concentracao de corticosterona plasmatica apos estresse repetido

(tabela 43) e peso corporal 4 dias apés o desmame, DPN25 (tabela 44A e B).

Laténcia Para Deixar o Brago Fechado Labirinto em T Elevado Filhotes Machos Adultos

Varidveis Coeficiente de Correlagao Significancia N
Autolimpeza H1 DPN5 0,497 0,007 28
Construindo Ninho H1 DPN7 0,462 0,013 28
Autolimpeza H1 DPN3 0,441 0,019 28
Autolimpeza H2 DPN7 0,411 0,03 28

Tabela 40 — Variaveis correlacionadas a variavel laténcia para deixar o brago fechado no labirinto em
T elevado para filhotes machos adultos dos grupos controle e violéncia, através do coeficiente de
correlacdo de Pearson. DPN = dia de vida pds-natal; H1 = registro de comportamento maternal nos 30
minutos posteriores ao macho intruso ou horario correspondente em controles; H2 = registro de

comportamento 3 horas apés o0 macho intruso;

Numero de tentativas para aprender a tarefa Labirinto em T Elevado Filhotes Machos Adultos

Variaveis Coeficiente de Correlagdo Significancia N
Autolimpeza H2 DPN9 0,596 0,003 22
It_zcrjr:)bsegsdgi:; Filhotes H2 soma de 0,574 0,005 2
Amamentagao Supino H2 DPN7 0,562 0,007 22
Construindo o Ninho H2 DPN3 0,521 0,013 22
Lambendo os Filhotes H2 DPN5 -0,512 0,015 22
High/Amamentagdo Total H1 DPN9 -0,441 0,04 22
Amamentacdo Total H1 DPN5 0,433 0,044 22
A.utolimpeza H2 soma de todos os 0,429 0,046 2
dias
Lambendo os Filhotes H2 DPN9 -0,371 0,089 22

Tabela 41 — Variaveis correlacionadas a variavel nimero de tentativas para aprender a tarefa labirinto
em T elevado para filhotes machos adultos dos grupos controle e violéncia, através do coeficiente de

correlagcao de Pearson. DPN = dia de vida p6s-natal; H1 = registro de comportamento maternal nos 30
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minutos posteriores ao macho intruso ou horario correspondente em controles; H2 = registro de

comportamento 3 horas apds o0 macho intruso; High = Amamentac¢éo com dorso arqueado.

Percentual de Tempo Explorando o Novo Objeto Filhotes Machos Adultos

Variaveis Coeficiente de Correlagdo Significancia N
Amamentagdo com Dorso Arqueado
H2 DPN3 0,385 0,043 28
Amamentagao Supino H2 DPN5 0,378 0,048 28

Tabela 42 — Variaveis correlacionadas a variavel percentual de tempo explorando o novo objeto na
tarefa de reconhecimento de objetos para filhotes machos adultos dos grupos controle e violéncia,
através do coeficiente de correlacdo de Spearman. DPN = dia de vida pds-natal; H1 = registro de
comportamento maternal nos 30 minutos posteriores ao macho intruso ou horario correspondente em
controles; H2 = registro de comportamento 3 horas apés o macho intruso; High = Amamentagéo com
dorso arqueado.

Concentragao de Corticosterona Plasmatica Pés-estresse cronico Filhotes Machos Adultos

Variaveis Coeficiente de Correlagdo Significancia N
Construindo Ninho H1 DPN9 0,68 0,0002 25
Construindo Ninho H1 DPN7 0,66 0,0003 25

Construindo Ninho H1 soma de

todos os dias 0,607 0,001 2
Con?trumdo l}lllnho Soma de todos 0,607 0,001 25
os dias e Horarios

Genitora no Ninho H1 DPN3 -0,603 0,001 25
Autolimpeza H1 DPN3 0,573 0,003 25
Construindo Ninho H1 DPN3 0,554 0,004 25
Amamenta?gao Total H1 soma de 0,516 0,008 25
todos os dias

Ama'mentaga'o.Total soma de todos 0,516 0,008 25
os dias e horarios

Amamentacgao Total H1 DPN3 -0,514 0,009 25
Amamentagdo com Dorso Arqueado

H1 DNP3 -0,507 0,01 25
Genitora n.o Ninho H1 Soma de 0,498 0,011 25
todos os dias

Genitora no Ninho Soma de todos os 0,498 0,011 25

dias e horarios
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High/Amamentagdo Total H1 DPN3 -0,492 0,012 25

Amamentagdo com Dorso Arqueado

H1 Soma de todos os dias 0,444 0,026 2
Amamentagdo com Dorso Arqueado

H2 DNP9 0,444 0,026 25
Amamentacao com.Dorso Arggeado -0,444 0,026 25
Soma de todos os dias e Hordrios

Amamentagao Relaxada sobre os

Filhotes H1 DPN9 0,442 0,027 25
Alutollmpeza H1 Soma de todos os 0,442 0,027 25
dias

Autollln*.upeza Soma de todos os dias 0,442 0,027 25
e horarios

H|gh/Amamer1ta<;ao Total H1 soma 0,44 0,028 25
de todos os dias

High/Amamentagdo Total soma de 0,44 0,028 25

todos os dias e horarios

Tabela 43 — Varidveis correlacionadas a varidvel concentragcdo de corticosterona plasmética 24h apés
Ultima sesséo de estresse crdnico para filhotes machos adultos dos grupos controle e violéncia, através
do coeficiente de correlagéo de Pearson. DPN = dia de vida pés-natal; H1 = registro de comportamento
maternal nos 30 minutos posteriores ao macho intruso ou horario correspondente em controles; H2 =

registro de comportamento 3 horas apds o macho intruso; High = Amamentacao com dorso arqueado.

Massa Corporal aos 25 dias de Vida Pds-natal Filhotes Machos - A

Variaveis Coeficiente de Correlagdo Significancia N

Autolimpeza H1 DPN9 -0,706 <0,0001 48

Amamentagdo Total/Genitora no

Ninho H2 DPN5 0,67 <0,0001 48
Lambendo os Filhotes H1 DPN3 -0,655 <0,0001 48
Autolimpeza H2 DPN3 -0,629 <0,0001 48
A‘utohmpeza H1 Soma de todos os 0,608 <0,0001 48
dias

Autoll'mpeza Soma de todos os dias 0,608 <0,0001 48
e horérios

Amamentagao Supino H2 DPN9 -0,589 <0,0001 48
High/Amamentagdo total H1 DPN3 0,582 <0,0001 48
Amamentagdo com Dorso Arqueado 0,567 0,001 48

H1 DPN3
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Autolimpeza H1 DPN3

Construindo o Ninho H2 Soma de
todos os dias

Amamentagdo Total/Genitora no
Ninho H1 DPN9

Amamentagao relaxada sobre os
filhotes H1 DPN3

High/Amamentac¢3o total H1 DPN7

Lambendo os Filhotes H2 DPN9

Genitora no Ninho H2 DPN7

Amamentacgao total H2 DPN7

Lambendo os Filhotes H2 DPN3

Lambendo os Filhotes H2 DPN7

Amamentagao relaxada sobre os
filhotes H1 DPN9

-0,562

0,516

0,508

-0,503

0,469

-0,459

0,431

0,43

0,422

0,415

0,401

<0,0001

<0,0001

0,0002

0,0003

0,001

0,001

0,002

0,002

0,003

0,001

0,005

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

3 horas apés o macho intruso; High = Amamentacdo com dorso arqueado.

Tabela 44A — Variaveis correlacionadas a variavel massa corporal no dia de vida pés-natal 25 para
filhotes machos adultos dos grupos controle e violéncia, através do coeficiente de correlagdo de
Pearson. DPN = dia de vida pés-natal; H1 = registro de comportamento maternal nos 30 minutos

posteriores ao macho intruso ou horério correspondente em controles; H2 = registro de comportamento

Massa Corporal aos 25 dias de Vida Pés-natal Filhotes Machos - B

Variaveis Coeficiente de Correlagdo Significancia N
Construindo o Ninho H2 DPN3 0,398 0,005 48
Genitora no Ninho H2 DPN5 0,39 0,006 48
er;zg:r:;ﬁ;NrSelaxada sobre os 0,384 0,007 48
Genitora no Ninho H1 DPN3 0,381 0,008 48
Amamentagao total H1 DPN3 0,376 0,008 48
Genitora no Ninho H1 DPN9 0,376 0,008 48
Amamentagdo com Dorso Arqueado 0,375 0,009 48

H1 DPN7
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Amamentacgao relaxada sobre os

filhotes H2 Soma de todos os dias 0,357 0,013 48
Amamentagao total H2 DPN5 0,355 0,013 48
Amamentagao total H1 DPN9 0,351 0,014 48
High/Amamentac¢3o total H2 DPN5 0,342 0,017 48
Amamentagdo Total/Genitora no

Ninho H1 Soma de todos os dias 0,33 0,021 48
Lambendo os Filhotes H1 DPN9 0,293 0,043 48
Autolimpeza H1 DPN5 -0,291 0,045 48
Amamentag¢do com Dorso Arqueado 0,285 0,049 48

H2 DPN9

Tabela 44B — Varidveis correlacionadas a variavel massa corporal no dia de vida pés-natal 25 para
filhotes machos adultos dos grupos controle e violéncia, através do coeficiente de correlacdo de
Pearson. DPN = dia de vida pés-natal; H1 = registro de comportamento maternal nos 30 minutos
posteriores ao macho intruso ou horario correspondente em controles; H2 = registro de comportamento

3 horas apds o0 macho intruso; High = Amamentacao com dorso arqueado.

4.3.6. Correlacdes modelo 2

Buscando compreender as relacdes entre as variaveis avaliadas no
comportamento maternal e agressivo-maternal e as alteracdes no teste de labirinto
em T elevado, reconhecimento de objetos, resposta ao estresse repetido e ganho de
massa corporal dentro do grupo violéncia, foi realizado um estudo de correlacao,
usando apenas o grupo violéncia, conforme descrito na se¢do de materiais e métodos.
As correlacdes entre comportamento maternal e agressivo maternal e a laténcia para
deixar o braco fechado no teste de labirinto em T-elevado séo apresentados na tabela
45. As mesmas correlacdes foram avaliadas em relagdo ao nimero de tentativas para
aprender a tarefa de labirinto em T-elevado e percentual de tempo explorando o novo

objeto, ndo havendo correlagBes significativas, niveis de corticosterona plasmatica
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apos estresse repetido (tabela 46) e peso corporal 4 dias apds o desmame, DPN25

(tabela 47A, B e C).

Laténcia Para Deixar o Brago Fechado Labirinto em T-Elevado Filhotes Machos Adultos

Variaveis Coeficiente de Correlagdo Significancia N
Interagdo Intruso—Flllhotes (Dur.) 0,631 0,009 16
Soma de todos os dias
Autolimpeza H1 DPN3 0,603 0,013 16
Ataques (Dur.) DPN5 0,587 0,017 16
Lambendo os Filhotes H2 DPN7 0,584 0,018 16
Agressivo Total (Dur.) DPN5 0,584 0,017 16
Amamentagao Relaxada Sobre os
Filhotes H2 DPN9 0,58 0,018 16
Lambendo os Filhotes Durante o
Agressivo (Freq.) DPN3 0,579 0,013 16
Interagao Genitora-Intruso DPN5 -0,565 0,023 16
Autolimpeza durante o agrgsswo 0,563 0,023 16
(Freq.) soma de todos os dias
Construindo o Ninho H1 DPN7 0,549 0,027 16
Autolimpeza durante o agressivo
(Dur.) DPN3 -0,529 0,035 16
Autolimpeza durante o agressivo
(Freq.) DPN3 -0,522 0,038 16
Lambendo os Filhotes H2 DPN3 -0,514 0,041 16
Autolimpeza durante o agressivo
(Dur.) Soma de todos os dias 0,508 0,045 16
Autolimpeza H2 DPN3 -0,505 0,046 16
Amamentacdo Total H1 DPN3 -0,497 0,05 16
Lambendo os Filhotes Durante o 0,496 0,05 16

Agressivo (Dur.) DNP3

Tabela 45 — Variaveis correlacionadas a variavel laténcia para deixar o bra¢o fechado no labirinto em
T-elevado para filhotes machos adultos do grupo violéncia, através do coeficiente de correlacao de
Pearson. DPN = dia de vida pds-natal; H1 = registro de comportamento maternal nos 30 minutos
posteriores ao macho intruso ou hordrio correspondente em controles; H2 = registro de comportamento

3 horas apds o macho intruso; Freq. = frequéncia; Dur. Duracao;
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Niveis de Corticosterona Plasmatica Pés-estresse cronico Filhotes Machos Adultos

Varidveis Coeficiente de Correlagao Significancia N
Construindo Ninho H1 DPN9 0,667 0,018 12
Agressivo Total (Dur.) DPN5 0,664 0,019 12
Lambendo os Filhotes H1 DPN9 0,657 0,02 12
Ataques (Dur.) DPN5 0,642 0,024 12
Ataques (Freq.) DNP3 0,636 0,026 12
A.taques (Freqg.) Soma de todos os 0,629 0,029 12
dias
Boxeando e Chutando (Dur.) DPN7 0,575 0,051 12
Genitora no Ninho H1 DPN7 -0,572 0,05 12

Tabela 46 — Variaveis correlacionadas a variavel niveis de corticosterona plasméatica 24h apés dltima
sessao de estresse crdnico para filhotes machos adultos do grupo violéncia, através do coeficiente de
correlagcdo de Pearson. DPN = dia de vida p6s-natal; H1 = registro de comportamento maternal nos 30
minutos posteriores ao macho intruso ou horario correspondente em controles; Freq. = frequéncia; Dur.

= duragéo.

Massa Corporal aos 25 dias de Vida Pds-natal Filhotes Machos - A

Variaveis Coeficiente de Correlagdo Significancia N
Interagdo Intruso—Flﬁhotes (Dur.) 0,865 <0,001 27
Soma de todos os dias
Amamentac3o Total/Genitora no
ninho H2 DPN3 0,851 <0,001 27
Interagdo Intruso-Filhotes (Dur.)
DPNO -0,849 <0,001 27
Subjugac¢do Genitora (Dur.) DPN5 -0,814 < 0,001 27
Autolimpeza durante o agressivo

- 7 < 1 27

(Dur.) DPN7 0,80 0,00
Amamentacdo Total/Genitora no
ninho H2 DPN5 0,798 <0,001 27
Autolimpeza durante o ag_resswo 0,798 <0,001 27
(Dur.) soma de todos os dias
Amamentagdo com dorso Arqueado
H1 DPN7 -0,795 <0,001 27
Chutando (Dur.) DPN5 -0,777 < 0,001 27
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Chutando (Dur.) Soma de todos os

. -0,777 <0,001 27
dias
High/Amamentag&o total H1 DPN7 -0,776 < 0,001 27
Interagdo Genitora-Filhotes (Dur.)
DPNO 0,75 <0,001 27
Subjugac¢do do Macho (Dur.) DPN3 -0,727 <0,001 27
Ataques (Dur.) DPN3 -0,719 <0,001 27
High/Amamentac3o total H2 DPN5 0,689 <0,001 27
BF>xeando (Freq.) Soma de todos os 0,688 <0,001 27
dias
Lambendo os Filhotes H1 DPN3 -0,682 <0,001 27
Interagdo Genitora-Intruso (Freq.)
DPN7 -0,672 < 0,001 27
Autolimpeza H2 DPN3 -0,67 <0,001 27
Autolimpeza H1 DPN9 -0,658 < 0,001 27

Tabela 47A — Variaveis correlacionadas a variavel massa corporal no dia de vida pés-natal 25 para
filhotes machos adultos do grupo violéncia, através do coeficiente de correlacdo de Pearson. DPN =
dia de vida pés-natal; H1 = registro de comportamento maternal nos 30 minutos posteriores ao macho
intruso ou horéario correspondente em controles; H2 = registro de comportamento 3 horas apds o macho
intruso; High = Amamenta¢édo com dorso arqueado; Freq. = frequéncia; Dur. = Duracgao.

Massa Corporal aos 25 dias de Vida Pés-natal Filhotes Machos - B

Variaveis Coeficiente de Correlagdo Significancia N
Amamentagado com dorso Arqueado 0,657 <0,001 27
H1 Soma de todos os das
Agressivo Total (Dur.) DPN3 -0,657 <0,001 27
Interagdo Genitora-Filhotes (Dur.) 0,656 <0,001 27
DPN7
Amamentagao Relaxada Sobre os

- 1 2
Filhotes H1 DPN5 0,638 <0,00 /
Autolimpeza durante o agressivo

-0,621 1 2
(Freq.) DPN5 0,6 0,00 /
Interagdo Genltora-.Fllhotes (Dur.) 0,619 0,001 27
Soma de todos os dias
Autolimpeza durante o agressivo 0,613 0,001 27

(Dur.) DPN9
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Amamentac&o Total/Genitora no

ninho H2 Soma de todos os dias 0,597 0,001 27
Ataques (Dur.) DPN3 -0,581 0,001 27
gic:;eando (Dur.) Soma de todos os 0,573 0,002 27
Boxeando (Dur.) DPN9 -0,57 0,002 27
Genitora no Ninho H1 DPN5 -0,569 0,002 27
Amamentagao Total H1 DPN5 -0,562 0,002 27
sz:antzggﬁl\T;Iaxada Sobre os 0,56 0,002 27
Amamentacao Total H1 DPN7 -0,559 0,002 27
Genitora no Ninho H1 DPN7 -0,557 0,003 27
ﬁTaDr:'\el;tagéo com dorso Arqueado 0,552 0,003 27
Lambendo os Filhotes H2 DPN3 -0,551 0,003 27
Ataques (Dur.) DPN7 0,54 0,004 27
Amamentag¢ao Supino H2 DPN9 -0,537 0,004 27

Tabela 47B — Variaveis correlacionadas a variavel massa corporal no dia de vida pds-natal 25 para
filhotes machos adultos do grupo violéncia, através do coeficiente de correlacdo de Pearson. DPN =
dia de vida pés-natal; H1 = registro de comportamento maternal nos 30 minutos posteriores ao macho
intruso ou horéario correspondente em controles; H2 = registro de comportamento 3 horas apds o macho

intruso; High = Amamenta¢&o com dorso arqueado; Freq. = frequéncia; Dur. = Duragao.
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Massa Corporal aos 25 dias de Vida Pds-natal Filhotes Machos - C

Variaveis Coeficiente de Correlagao Significancia N
Genitora no Ninho H2 DPN5 0,513 0,006 27
ngh/Amamer‘ntagao total H2 soma 0,512 0,006 27
de todos os dias
Amamentacado Relaxada Sobre os
Filhotes H1 DPN3 0,508 0,007 27
Agressivo Total (Dur.) DPN7 0,508 0,007 27
Amamentagao Total H2 DPN5 0,502 0,008 27
High/Amamentagdo total H1 DPN3 0,499 0,008 27
High/Amamentag&o total H1 DPN5 -0,497 0,008 27
A.utollmpeza H1 soma de todos os 0,494 0,009 27
dias
A.utollmpe,ze? H1 soma de todos os 0,494 0,009 27
dias e horarios
Interagdo Genitora-Filhotes (Dur.)
DPNS 0,485 0,01 27
Amamentacado com dorso Arqueado
H1 DPNG -0,482 0,011 27
Chutando (Freq.) soma de todos os 0,482 0,011 27
dias
Lambendo os Filhotes H2 DPN7 0,481 0,011 27
Amamentacao Relaxada Sobre os
Filhotes H1 soma de todos os dias 0,476 0,012 27
Amamentacao Relaxada Sobre os
Filhotes soma de todos os dias e -0,476 0,012 27
hordrios
Interagdo Genitora-Filhotes (Dur.)
DPNO 0,472 0,013 27
Amamentacgdo Relaxada Sobre os
Filhotes H1 DPN5 0,47 0,013 27
Ajcaques (Dur.) soma de todos os 0,47 0,013 27
dias
Construindo o Ninho H2 DPN7 0,459 0,016 27
Amamentagao Relaxada Sobre os 0,448 0,019 27

Filhotes H2 soma de todos os dias

106

Tabela 47C — Variaveis correlacionadas & variavel massa corporal no dia de vida pds-natal 25 para
filhotes machos adultos do grupo violéncia, através do coeficiente de correlacdo de Pearson. DPN =
dia de vida pds-natal; H1 = registro de comportamento maternal nos 30 minutos posteriores ao macho
intruso ou horario correspondente em controles; H2 = registro de comportamento 3 horas apds o macho

intruso; High = Amamentac&o com dorso arqueado; Freq. = frequéncia; Dur. = Duracéo.



5. DISCUSSAO

Estudar processos fisioldgicos e comportamentos humanos em modelos
animais é um grande desafio. A0 mesmo tempo, € uma necessidade, visto que as
analises em humanos, em especial criancas, € muito limitada. Respeitando-se 0s
limites dos modelos animais, podemos aprender muito, desde que os modelos sejam

bem construidos e apresentem informacdes coerentes.

5.1 EXPERIMENTO 1

O primeiro passo na constru¢cdo do modelo animal proposto, consistiu em
demonstrar que o ambiente é, efetivamente, violento. As genitoras em todas as
ninhadas apresentaram comportamento agressivo consistente frente ao macho

intruso, caracterizando um ambiente em que ocorre eventos violentos.

Quando avaliamos o efeito da intervencédo sobre a genitora, uma resposta
classica ao estresse nao foi diretamente evidenciada. Embora o macho intruso seja
uma ameaca significativa para prole, a literatura descreve que os aumentos de

corticosterona nesse caso sao rapidos e transitorios, visando ndo impactar a prole
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com a passagem de glicocorticoides pela amamentacdo (DESCHAMPS et al., 2003).
A coleta para dosagens hormonais na genitora foi executada 30 a 40 minuto apos a
intervencdo, sendo esse periodo suficiente para restaurar os niveis basais de

corticosterona em uma fémea lactante (DESCHAMPS et al., 2003).

Considerando relatos da literatura, encontramos que submeter uma fémea
lactante ao odor de um macho desconhecido aumenta de forma rapida e transitéria
seus niveis de corticosterona plasmatica, sendo que estes retornam ao normal apos
30 minutos (MOLES et al., 2008). Provocar uma fémea lactante com a insergéo de um
macho adulto em sua caixa moradia na presenca da prole causa efeito semelhante

(DESCHAMPS et al., 2003).

Ao avaliarmos as fracbes livres e ligada a proteinas da corticosterona
plasmatica, encontramos um deslocamento da corticosterona para a fracéo ligada nas
genitoras do grupo violéncia. Segundo Qian e colaboradores (QIAN et al., 2011) uma
liberacdo rapida de grandes quantidades de proteina ligadora de corticoestroides pelo
figado é uma forma eficiente de se evitar que a elevacao rapida dos niveis de
glicocorticoides circulantes, em reposta a um evento estressor agudo, atinja outros
compartimentos, como o leite. Dessa forma, o aumento da fracdo ligada de
corticosterona nas genitoras do grupo violéncia pode ser interpretada como uma
tentativa de proteger os filhotes dos aumentos transitérios da corticosterona
plasmatica na presengca do macho intruso. A presenga aumentada de proteinas
ligadoras desloca a corticosterona plasmatica para a fracao ligada, deixando menos
corticosterona livre para ser passada aos filhotes via amamentacgéo, agindo como um
fator anti-corticosterona (TINNIKOV, 1999). Essas alteracdes, quando consideradas a

luz da literatura, indicam que a intervengdo com macho intruso tem um impacto sobre
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a genitora, provavelmente elicitando uma resposta transitoria ao estresse

(DESCHAMPS et al., 2003; MOLES et al., 2008).

Ao avaliarmos as variaveis correlacionadas a fracdo ligada de corticosterona
nas genitoras notamos que o contato com o filhote — amamentacéo e presenca da
genitora do ninho — se destacam. As variaveis se correlacionam de forma inversa
moderada com a variavel em andlise. Considerando o aumento da fracéo ligada como
uma resposta de controle ao aumento da corticosterona plasmatica, os resultados
estdo de acordo com a literatura, que mostra que a presenca dos filhotes é essencial
para manutencao da quiescéncia do eixo HHA, caracteristica da lactacdo (WALKER
et al., 1992; WINDLE et al., 1997; WALKER et al., 2004). Encontramos também uma
correlagcdo positiva moderada com o comportamento de autolimpeza. Niveis
aumentados de comportamento de autolimpeza, encontrados nas genitoras do grupo
violéncia, estdo associados a maiores niveis de ansiedade (DENMARK et al., 2010).
Assim, as genitoras mais ansiosas tendem a apresentar maior fracdo de

corticosterona ligada.

Quando avaliamos as variaveis correlacionadas com a fracdo ligada de
corticosterona apenas das genitoras do grupo violéncia, as relagdes entre ansiedade
e fragdo ligada se tornam mais claras. Os coeficientes de correlagdo com o
comportamento de autolimpeza nos diferentes dias de avaliacdo se tornam mais
fortes. Um segundo fator muito interessante emerge dessa analise: genitoras que
conseguem subjugar o macho intruso com maior frequéncia e por mais tempo no
DPNS5, tem menor fracéo ligada de corticosterona (Coeficiente de correlacédo = -0,81
p=0,015 — correlacdo forte negativa). Possivelmente, as fémeas que conseguem

subjugar o macho intruso o percebem como uma ameaca aos filhotes que pode ser
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evitada. O conjunto de comportamentos agressivos apresentado pela fémea tem
justamente o objetivo de proteger a prole. Subjugar o macho intruso pode ser visto
como uma resposta eficiente de protecdo (MENNELLA e MOLTZ, 1988; DE ALMEIDA
et al., 2014). De fato, quando correlacionamos o tempo e a frequéncia de subjugacao
do macho intruso com os comportamentos de autolimpeza, existe uma correlacéao
forte negativa entre a frequéncia de subjugacdo do intruso e o comportamento de
autolimpeza DNP3+5 (Coeficiente de correlacdo de Spearman =-0,786; p=0,021; n=8)
e uma correlacdo moderada negativa entre o tempo de subjugacdo do intruso e
comportamento de autolimpeza DPN3+5 (Coeficiente de correlacdo de Spearman = -
0,738; p=0,037; n=8). Fica, assim, evidente a relacdo entre subjugar o macho e a
ansiedade da genitora. De forma geral, as genitoras que conseguem dominar o intruso
tém menor fracdo ligada de corticosterona e sdo menos ansiosas, possivelmente

estando menos estressadas.

A interveng¢@o com macho intruso também teve um impacto interessante sobre
0s niveis de ocitocina circulantes nas genitoras do grupo violéncia. Embora as
medianas ndo sejam significativamente diferentes, a variabilidade da concentragéo de
ocitocina plasmatica foi drasticamente reduzida. Respostas hormonais apresentam
um intervalo fisiolégico, no qual tem seu funcionamento adequado. Uma reducédo do

intervalo € um forte indicativo de alteracdes no eixo enddécrino relacionado.

A ocitocina é um componente essencial na estruturacédo do vinculo entre a méae
e seus filhotes bem como dos comportamentos maternais e ejecao do leite (RILLING
e YOUNG, 2014). Eventos que aumentam 0s niveis de corticosterona circulante
durante a lactagéo, tem um efeito direto sobre os niveis de ocitocina mediado pelos

glicorticoides (VILELA et al., 2013). Ao correlacionarmos 0s niveis de corticosterona
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livre, ligada, total e fracdo ligada com os niveis de ocitocina, hdo encontramos
correlacdo significativa. No entanto, as variacbes de corticosterona imediatamente
apos a intromissdo do macho intruso, ndo avaliadas nesse trabalho, podem ter um

papel mais significativo nas variacdes dos niveis de ocitocina na genitora.

A estimulacdo do mamilo pela suc¢cdo do neonato € um dos estimulos mais
fortes para a secrecdo de ocitocina na circulacdo neuroipofisaria, pelos neurénio
magnocelulares do ndcleo supra-6ptico (NSO) (SVENNERSTEN-SJAUNJA e
OLSSON, 2005; OLSSON e HOGBERG, 2009). Quando buscamos as variaveis
correlacionadas com os niveis plasmaticos de ocitocina na genitora, encontramos uma
correlacdo moderada com o tempo de amamentacdo com dorso arqueado no DPN 3,

estando de acordo com o esperado.

Em fémeas nédo lactantes, estimulos estressores causam aumento da
liberacdo de ocitocina para circulacdo (ONAKA, 2004), o mesmo nao sendo valido
para fémeas durante a gestacao e lactacdo (LIGHTMAN e YOUNG, 1989; NEUMANN
et al., 1999). A inibicdo da liberacdo de ocitocina para circulacdo em resposta a um
evento estressor durante a lactagéo agiria como uma forma de manter as reservas de
ocitocina para uso em reposta a succdo do mamilo, por exemplo. Essa inibicdo se
daria pelos niveis centrais elevados de ocitocina na fémea lactante (NEUMANN et al.,
1999). Dessa forma, trés fatores podem estar atuando para causar uma reducao na
variagcdo dos niveis de ocitocina circulante: um aumento transitorio nos niveis de
corticosterona frente ao macho intruso; inibicdo da liberagdo de ocitocina para
circulacdo pelos niveis aumentados de ocitocina central devido ao periodo de

lactacéo; e o tempo reduzido de contato com o filhote e amamentacéao.
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Ao avaliarmos as variaveis correlacionadas com 0s niveis de ocitocina
plasmatica nas genitoras apenas no grupo violéncia, encontramos resultados
peculiares. Comportamentos que normalmente se correlacionam com aumentos de
ocitocina, nos animais que sofreram intervencao, a correlacdo é inversa. Encontramos
correlacdes inversas fortes com o tempo que a genitora permanece no ninho nos dois
dias avaliados, bem como o tempo total de amamentacéo. Existe uma série de relatos
na literatura mostrando o papel da ocitocina encefalica (atuante dentro do proprio
sistema nervoso central como neuromodulador) na regulacdo dos comportamentos
maternais e comportamento agressivo (ARGIOLAS e GESSA, 1991; BOSCH et al.,
2005; CLINTON et al., 2010; BOSCH e NEUMANN, 2012; CURLEY et al., 2012), mas
pouco se fala de do papel da ocitocina circulante nesses comportamentos. O papel
da ocitocina circulante estd melhor descrito em relacdo a contracdo uterina durante o
parto e a ejecdo do leite durante a amamentacado(SVENNERSTEN-SJAUNJA e

OLSSON, 2005; OLSSON e HOGBERG, 2009).

De forma geral, parece haver uma alteracdo no sistema ocitocinérgico nas
genitoras do grupo violéncia, no entanto as conclusdes dependem de uma

investigagdo mais profunda desse sistema.

Ao direcionarmos nossa atencao a prole, dentro dos primeiros resultados
apresentados, a reducédo da corticosterona em filhotes machos no quinto dia de vida
chama a atencdo. Considerando o ambiente violento como um ambiente estressor,
em uma resposta classica ao estresse, esperariamos um aumento na liberacao de
glicocorticoides (CAMPBELL e EHLERT, 2012). No entanto, € importante notar que
esse estressor esta ocorrendo em um momento muito particular em relagéo ao eixo

hipotalamo-hipofise-adrenal. Para compreender a resposta a um evento aversivo,
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como o macho intruso, durante o periodo hiporresponsivo, se torna necessaria a
observacdo de diversos fatores, principalmente a resposta da genitora frente ao

intruso (WALKER et al., 2004).

Objetivando explicar os niveis de corticosterona encontrados nos filhotes
machos devemos considerar dois mecanismos, pelos menos: primeiro um efeito direto

do ambiente aversivo sobre os filhotes e, segundo, um efeito mediado pela genitora.

Um estressor diretamente aplicado ao filhote — lesdo na pata — no periodo
neonatal pode ocasionar uma reducdo dos niveis de corticosterona, embora o
mecanismo nao esteja claro (VICTORIA et al.,, 2014). Ward e colaboradores
demonstraram que filhotes criados artificialmente, na auséncia da genitora, do dia 5
ao 12 de vida pos-natal, apresentam niveis reduzidos de corticosterona em resposta
ao estresse por injecdo intraperitonial, quando comparados a animais controles
(WARD et al., 2004). A privagdo maternal por si s6 constitui um modelo de estresse
social (MARCO et al., 2015). Somando-se a menor permanéncia da genitora no ninho
a reducdo da amamentacdo em um horario critico, a intervencdo pode estar
mimetizando um processo de privacdo que, somado a presenca do macho intruso,

leva a um quadro de estresse em que ha uma reducao da corticosterona circulante.

Considerando o papel da genitora como mediadora, um primeiro caminho a
seguir seria assumir que uma parte significativa da corticosterona circulante no filhote
vem da mae via amamentacdo (MACRI et al.,, 2011). Como a amamentacdo esta
reduzida em um periodo critico que € o inicio do ciclo claro, os niveis de corticosterona
no filhote também estariam reduzidos (BRUMMELTE et al., 2010). Ao verificarmos 0s

coeficientes de correlacdo entre os niveis de corticosterona plasmatica nos filhotes
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machos e variaveis relacionadas com amamentacdo, encontramos apenas uma
correlacdo moderada positiva com a amamentacdo total no DPN3 (coeficiente de
Pearson = 0,55) e com a soma da amamentacéao relaxada sobre os filhotes nos dias
3 e 5 de vida pos-natal (coeficiente de Pearson = 0,55). Para se confirmar uma relacéo
mais direta entre amamentacdo e o0s niveis de corticosterona dos filhotes,
esperariamos uma correlacdo mais forte entre os eventos de amamentacédo no DPN

5 e a variavel.

As genitoras do grupo violéncia apresentam um maior percentual de
corticosterona ligada a proteinas carreadoras do que as genitoras do grupo controle.
Se assumirmos que apenas a corticosterona livre € capaz de chegar ao leite, a fracao
ligada pode influenciar a quantidade de corticosterona que a fémea esta passando
para o filhote através da amamentacéo. De fato, os niveis de corticosterona no leite
estdo diretamente relacionados aos niveis de corticosterona plasmatica livre,
atingindo cerca de um décimo desses. (YEH, 1984) Na andlise por correlacdo, a
variavel com maior correlacdo com o0s niveis plasmaticos de corticosterona nos
filhotes machos foi a fracdo de corticosterona da genitora que se encontrava sob a

forma ligada (negativa moderada p = -0,652; p=0,011).

Com o objetivo de verificar possiveis interagcdes entre a amamentacao e a
fracdo ligada de corticosterona da mée na definigcdo dos niveis de corticosterona do
filhote, utilizamos regresséao linear para estabelecer quais fatores estao influenciando
0s niveis de corticosterona dos filhotes machos. A modelagem confirmou o papel da
fracdo livre independentemente das variaveis relacionadas com a amamentacgédo (R?2
= 0,42, p=0,016 ver tabela 12). Dessa forma, a fracéo ligada de corticosterona da

genitora parece ter um papel importante na determinacdo dos niveis plasmaticos de
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corticosterona nos filhotes machos. Avaliar o comportamento de amamentagcdo em
outros horarios que ndo imediatamente apos o intruso podem esclarecer melhor a
relacdo entra amamentacéo, fracdo ligada de corticoserona da genitora e niveis de

corticosterona do filhote.

Ainda dentro do contexto da genitora como mediadora das alteracdes de
corticosterona dos filhotes, um estudo realizado por Moles e colaboradores submeteu
fémeas lactantes ao odor de um macho desconhecido em uma caixa separada da
ninhada por 15 minutos. A retirada da fémea por 15 minutos ndo causou alteracéo na
corticosterona dos filhotes mas, apds 30 minutos de contato com essa genitora, 0s
niveis de corticosterona nos filhotes foi reduzido a menos da metade dos niveis de
animais com genitoras ndo estressadas (MOLES et al., 2008). Esse experimento
indica que a interacdo com uma genitora estressada tem efeitos pronunciados sobre

0s niveis plasmaticos de corticosterona dos seus filhotes.

Quando correlacionamos os niveis de corticosterona dos filhotes machos do
grupo violéncia com as variaveis do comportamento maternal e agressivo
encontramos uma forte correlacéo negativa com o tempo de subjugacéo da genitora.
Dessa forma, a experiéncia da genitora durante o comportamento agressivo tem
relagdo direta com os niveis de corticosterona dos filhotes, confirmado os resultados

encontrados por Moles e colaboradores (MOLES et al., 2008).

Houve uma segunda correlacéo, forte positiva, com o tempo de interacao entre
o macho intruso e os filhotes, indicando um possivel efeito direto do intruso sobre os
mesmos. No entanto, a emergéncia do comportamento de congelamento, aumento de

corticosterona e ativacdo da amigdala frente ao odor de um macho intruso, ocorre
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apenas depois do DPN10 (TAKAHASHI, 1992; WIEDENMAYER e BARR, 2001,
WIEDENMAYER et al., 2003; MORICEAU et al., 2004), indicando que possivelmente

os efeitos da presenca do macho no ninho nao sejam diretos.

Considerando-se o todo, os principais efeitos parecem ser mediados pela
genitora. Levando-se em conta a natureza altricial dos filhotes, esse resultado tem
coeréncia bioldgica e esta de acordo com a literatura (LIU et al., 1997; WEAVER et
al., 2004; MACRI e WURBEL, 2007; MOLES et al., 2008; MACRI et al., 2011; FODOR
e ZELENA, 2014). Embora os filhotes apresentem baixa capacidade sensorial, a
presenca do macho no ninho teve efeito sobre os filhotes, como mostrado pelo estudo
de correlacdo. No entanto, ndo podemos excluir a possibilidade de que a visita do
macho ao ninho intensifique o estado de estresse da genitora, levando a um efeito

indireto.

5.2 EXPERIMENTO 2

Ao repetirmos a intervengcédo nesse segundo conjunto de animais, a resposta
agressiva da mae frente ao macho intruso, no protocolo sugerido, foi confirmada.
Dessa forma, podemos afirmar que os filhotes e a genitora foram submetidos a um
ambiente violento. Houve consisténcia também nas alterac6es de comportamento
maternal, com reducdo da amamentacédo com dorso arqueado, amamentacgéao total e
tempo de permanéncia da genitora no ninho nos 30 minutos posteriores a retirada do
intruso. Dessa forma, confirmamos a reprodutibilidade da intervencdo quanto a
evocacado de resposta agressiva por parte da genitora e quanto as alteracbes de

comportamento maternal.
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O comportamento maternal € um conjunto de acfes da genitora que visam
promover o cuidado necessario para a sobrevivéncia e o bem-estar fisico e mental da
prole (DULAC et al., 2014). Consiste em um comportamento estruturado, variando as
acOes de acordo com horéarios especificos e idade da prole (JENSEN PENA e
CHAMPAGNE, 2013). Alteracdes na estrutura do comportamento maternal tem efeitos
significativos sobre o desenvolvimento comportamental da prole e sobre o vinculo
mae-filhote (JENSEN PENA e CHAMPAGNE, 2013; REIS et al., 2014). Ao optarmos
por efetuar a intervencdo poucas horas apos o inicio do ciclo claro, interferimos no
momento em que a fémea passa mais tempo em contato com o filhote (genitora no
ninho) e em que o comportamento de amamentacao ocorre com maior intensidade e
qualidade (amamentacdo com dorso arqueado) (JENSEN PENA e CHAMPAGNE,
2013). Estar presente no ninho e amamentar com dorso arqueado tem relacéo direta
com o correto desenvolvimento fisico, emocional e cognitivo dos filhotes (CARINI et

al., 2013; SCHMAUSS et al., 2014; VAN VUGT et al., 2014).

As alteracbes de comportamento maternal encontradas se devem em grande
parte a ruptura do padrdo de cuidado pela intromissdo de um macho estranho.
Aproximadamente trés horas apds a retirada do intruso o comportamento ja esta
normalizado, mas 0 momento especifico de alto contato com o filhote e amamentacéo

de alta qualidade esta perdido.

A presenca de um macho intruso no ninho durante o ciclo claro tem efeito
profundo sobre as genitoras. Nao fomos capazes de demonstrar um aumento de
corticosterona nas genitoras frente ao macho intruso, devido ao momento de coleta.
No entanto, a mudanca no padréao de distribuicdo das fracdes de corticosterona livre

e ligada nos indicam uma resposta transitOria ao estresse nesses animais,

117



rapidamente obliterada por proteinas ligadoras circulantes (QIAN et al., 2011). Um
segundo indicativo de que um evento estressor esta ocorrendo, deriva do menor
ganho de peso durante a lactacdo nas genitoras do grupo violéncia. Nao houve
diferenca de massa corporal entre as genitoras do grupo violéncia e do grupo controle
no DPN5, no entanto, no DPN21 as genitoras do grupo violéncia apresentavam massa
corporal reduzida em relacdo as controles. A injecdo de corticosterona exdgena em
fémeas lactantes reduz drasticamente o ganho de peso durante a lactacéo
(BRUMMELTE et al., 2010), de forma semelhante ao encontrado na intervengao com

0 macho intruso.

Dessa forma, o ganho de peso reduzido das genitoras do grupo violéncia esta
provavelmente relacionado ao estresse intermitente a que esses animais sao

submetidos, ao experenciarem a intervencdo com macho intruso.

A segunda parte do experimento dois objetivou avaliar os efeitos sobre o0s
filhotes a médio prazo. A ligacdo entre experiéncias adversas precoces e 0
desenvolvimento de psicopatologias na adolescéncia e idade adulta se encontra bem
documentado na literatura (BRYER et al., 1987; KESSLER et al., 1997; SPINHOVEN
et al., 2010; CIVIDANES et al., 2014), com especial atencéo ao papel dos cuidadores
e do ambiente gerado por eles (GERLSMA et al., 1990; ALLOY et al., 1999; ALLOY

et al., 2006; MEZULIS et al., 2006).

Embora diferentes tipos de adversidades na infancia aumentem o risco do
desenvolvimento de doencas psicoldgicas, a violéncia familiar, abuso e negligéncia
sao as que conferem maior risco (BENJET et al., 2010). Dentre as psicopatologias,

comportamentos internalizantes, em especial ansiedade, estdo aumentados em
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criancas/adolescentes submetidas a ambiente violento (violéncia domeéstica)

(KERNIC et al., 2003).

Os cuidadores tem papel central na exacerbacdo ou reducdo dos efeitos
deletérios do ambiente violento precoce sobre desenvolvimento psicoemocional da
crianca (GERLSMA et al., 1990; KESSLER et al., 1997; MEZULIS et al., 2006; PEEK-
ASA et al.,, 2007; SAMUELSON et al., 2012). Uma das principais hipéteses para
explicar o papel dos pais no desenvolvimento da ansiedade consiste na interacéo
entre a crianca e de um cuidador ansioso, que responde exageradamente a ansiedade
dos filhos. A reposta exacerbada dos genitores a pequenas situacdes estressantes
faz com que os filhos interpretem o mundo como aversivo, no qual qualquer ameaca

é extrema (RAPEE, 1997; HUDSON e RAPEE, 2001).

Nesse contexto, os comportamentos de ansiedade e sua relacdo com o
cuidado parental sdo de especial importancia no estudo do ambiente violento. Para
validacédo do modelo, o comportamento semelhante a ansiedade na prole foi definido

como um dos desfechos a ser analisado.

A intervencdo com macho intruso induziu um aumento consistente no
comportamento semelhante a ansiedade nos filhotes quando juvenis, tanto em
machos quanto em fémeas. Nao houve diferenca de locomocéo entre os animais dos
dois grupos na tarefa de campo aberto, dessa forma, os dados podem ser expressos
e avaliados em tempos absolutos (WALF e FRYE, 2007). Houve aumento do tempo
de permanéncia no braco fechado, com reducéao do tempo de permanéncia no braco
aberto, bem como da frequéncia de entradas em cada um dos bragos. Dos

comportamentos associados, esticar e autolimpeza aumentados séo indicadores de
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ansiedade, enquanto que aumentos nos comportamentos de levantar nas patas
traseiras e mergulhar indicam comportamentos de exploracdo inversamente
relacionados ao comportamento de ansiedade (WALF e FRYE, 2007). Os machos do
grupo violéncia apresentaram reducédo do comportamento de mergulhar e aumento do
comportamento de esticar. De forma um tanto contraditéria, as fémeas apresentaram
aumento no comportamento de mergulhar, mesmo apresentando tempo elevado no

braco fechado.

Quando avaliamos as variaveis correlacionadas com o tempo que os filhotes
machos e fémeas passam no braco fechado, com frequéncia visualizamos o0s
comportamentos de constru¢cdo do ninho e autolimpeza, indicativos de ansiedade
maternal, apresentando correlagdo positiva (DENMARK et al., 2010). De forma
complementar, comportamentos como presenca da genitora no ninho e amamentacao
com dorso arqueado, que indicam um cuidado maternal estavel e dedicado aos

filhotes, se correlacionam de forma inversa com o comportamento de ansiedade.

Considerando apenas os animais do grupo violéncia — correlacdes Modelo 1l —
a compensacao da amamentacdo no segundo horéario registrado (H2) tem efeito
protetor nos machos contra ansiedade — correlagéo negativa moderada. Nas fémeas,
0 maior efeito protetor vem da interacdo da mae com os filhotes durante a intervencao

com macho intruso — correlacdo negativa moderada.

De forma geral, o estado de ansiedade da genitora parece estar diretamente
relacionado com o desenvolvimento de comportamentos semelhante a ansiedade em
juvenis. Genitoras menos ansiosas, que permanecem mais tempo no ninho e

amamentam com mais qualidade, tem filhotes menos ansiosos. Ja aquelas que
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apresentam indicadores de ansiedade mais intensos, como comportamento de
autolimpeza e construcdo do ninho, tem filhotes mais ansiosos, estando de acordo
com a hipotese proposta por Reed e colaboradores para ansiedade em humanos

(RAPEE, 1997; HUDSON e RAPEE, 2001; MIHALOPOULOS et al., 2015).

A programacdao precoce de ansiedade e medo aumentados na adolescéncia
podem ser interpretados como uma tentativa de adaptacdo a um ambiente
possivelmente aversivo. Se a prole interpretar corretamente as dicas passada pelos
cuidadores e o ambiente permanecer aversivo, a prole sera bem adaptada ao
ambiente. No entanto, a sociedade moderna valoriza individuos centrados e com foco,
capazes de desenvolver atividades de alta demanda intelectual, fazendo com que
quadros de ansiedade possam facilmente tornar uma pessoa disfuncional

(RAPAPORT et al., 2005).

Além dos efeitos comportamentais, a intervencdo também teve efeitos
enddcrino que perduram a médio prazo. Avaliar efeitos duradouros do ambiente
perinatal sobre o eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HHA) pode ser considerado uma
abordagem classica para essa area de estudo. Essas relac6es vém sendo estudadas
desde o inicio da década de 50 e até os dias de hoje (WEININGER, 1954; LEVINE,

1957; MCEWEN et al., 2012; ANACKER et al., 2014).

Em mamiferos, o comportamento da genitora para com sua prole € de suma
importancia na programacao da resposta do eixo HHA na idade juvenil e adulta, tanto
basal quando em situacfes de estresse (LIU et al., 1997; MACRI et al., 2004; SZYF
et al.,, 2005; JENSEN PENA e CHAMPAGNE, 2013; SCHMID et al.,, 2013;

HENRIQUES et al., 2014). O padréo de cuidado que a genitora oferece a sua prole
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tem efeitos diretos sobre 0 nimero de neurbnios e na sinaptogénese em areas ligadas
a resposta ao estresse (LIU et al., 2000; BREDY et al., 2003; LUCION et al., 2003),
na expressao de receptores para glicorticéides em diferentes tecidos (LIU et al., 1997,
SZYF et al., 2005), desenvolvimento da glandula hipofise (GANELLA et al., 2015),

dentre outros efeitos.

Considerando o carater disruptivo que a intervencdo teve sobre o
comportamento maternal — a genitora reduz comportamentos acolhedores e aumenta
comportamentos agressivos — alteracdes de regulacdo do eixo HHA eram esperadas
para o modelo. A intervencao levou a alteracbes persistentes na regulacdo do eixo
HHA, fazendo com que tanto machos quanto fémeas apresentassem niveis basais de
corticosterona reduzidos em compara¢do com animais controles na idade juvenil (28

dias de vida pés-natal).

Com o objetivo de compreender as relacdes entre 0 ambiente gerado pela
intervencao e as alteracdes do eixo HHA, realizamos estudos de correlagdo como
descrito na secdo de materiais e métodos. Considerando que animais controles
apresentam maiores niveis de corticosterona basal, foram consideradas variaveis
protetoras aquelas que aumentam os niveis de corticosterona basal dos filhotes e

deletérias aquelas que reduzem.

Nas correlagdes utilizando tanto o grupo controle quanto o grupo violéncia, fica
claro o papel da amamentacdo, em especial amamentacdo com dorso arqueado,
(correlagbes moderadas e fortes positivas) na determinacdo dos niveis basais de
corticosterona dos filhotes, tanto machos quanto fémeas. Considerando apenas o0s

filhotes fémeas, a presenca da genitora no ninho também se destaca como fator
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protetor (correlacao forte positiva). O comportamento de construir o ninho, em especial
no horario H1, esta correlacionado de forma inversa forte com os niveis de
corticosterona basal dos filhotes fémeas. Dentro do padrdo do comportamento
maternal, o horario H1 € um horario de maior contato direto com os filhotes,
envolvendo comportamentos como presenca no ninho e amamentacdo de alta
qualidade (JENSEN PENA e CHAMPAGNE, 2013). Deixar o ninho para reforcar a
construcdo do mesmo, pode ser interpretado como uma ruptura do padrdo do
comportamento maternal, levando a alteracédo da regulacéo do eixo HHA nas fémeas
juvenis (JENSEN PENA e CHAMPAGNE, 2013; SCHMID et al., 2013; DULAC et al.,

2014; HENRIQUES et al., 2014; VAN VUGT et al., 2014).

Um segundo conjunto de correlacbes foi realizado com o objetivo de
compreender os fatores que levam a reducéo dos niveis de corticosterona no grupo
violéncia. Quando avaliamos apenas o0s animais do grupo violéncia, a agressividade
da genitora contra o intruso € o fator que confere maior protecao quanto aos niveis de
corticosterona basais em machos (correlagdo forte positiva). A compensacdo da
lambida no segundo horério de registro (H2) também tem forte efeito protetor, sendo
que o dia de vida pés-natal 5 parece ser o dia de maior importancia para esses dois
efeitos protetores. O comportamento de lambida ano-genital, juntamente com a
amamentacao com dorso arqueado sdo essenciais para o correto desenvolvimento
do eixo HHA, principalmente em machos (MEANEY e SZYF, 2005). A interacdo da
genitora com os filhotes durante a primeira intervencao também tem carater protetor.
Amamentar os filhotes apés o intruso tem efeito deletério sobre os niveis de

corticosterona basal dos filhotes, exceto no DPNO.
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De uma forma geral, para os filhotes machos, a agressividade da fémea contra
o intruso e cuidar dos filhotes durante e algumas horas apds a intervencao despontam

como o0s principais fatores proterores.

Para as fémeas juvenis, a presenca da genitora no ninho e amamentacao,
principalmente a compensacdo no segundo horario registrado (H2), sdo os
comportamentos com maior efeito protetor — correlacdes fortes positivas — para os

niveis basais de corticosterona.

Os resultados corroboram os achados da literatura que mostram que a
qualidade do comportamento maternal € essencial na determinacao do nivel basal de
ativacédo do eixo HHA (LIU et al., 1997; LEVINE, 2001; HUOT et al., 2004; MACRI et
al., 2004, MEANEY e SZYF, 2005; MACRI et al.,, 2011; SCHMID et al., 2013;

GANELLA et al., 2015).

Em humanos, exposicdo a ambiente precoce adverso (abuso, negligéncia e
violéncia) esta relacionado com baixos niveis de cortisol diurno (BRUCE et al., 2009;
BERNARD et al., 2015; SUOR et al., 2015), embora haja grande variacdo nos relatos

da literatura (GONZALEZ, 2013).

5.3 EXPERIMENTO 3

No experimento 3, focamos no impacto a longo prazo da intervencdo com
macho intruso apenas nos animais do género masculino. Os animais do género

feminino foram destinados a outros experimentos nédo relatados neste trabalho.

Ao evidenciarmos o0 aumento de comportamento semelhante a ansiedade em

juvenis, nos guestionamos se seria apenas uma alteracdo passageira, devida as
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mudancas caracteristicas da fase juvenil, ou se essa alteracdo também estaria

presente na idade adulta.

Utilizamos um modelo alternativo de avaliagdo do comportamento semelhante
a ansiedade, visto que nosso objetivo incluia verificar também a interacdo entre
ansiedade e aprendizado de uma tarefa envolvendo memoaria espacial de trabalho
(ASTH et al.,, 2012). Através desse paradigma conseguimos evidenciar que o
comportamento semelhante a ansiedade esta aumentado também em animais

adultos.

Como discutido para os animais juvenis, 0s eventos perinatais tém papel
importante no desenvolvimento de comportamento de ansiedade, tanto em roedores
(LIPPMANN et al.,, 2007; RANA et al., 2015), quanto em humanos (HUDSON e

RAPEE, 2001; MIHALOPOULOS et al., 2015).

Modelos de separacdo maternal prolongada (180 minutos diarios), no mesmo
horario que utilizamos nesse trabalho para intervencdo com macho intruso, levam ao
aumento do comportamento semelhante a ansiedade na idade adulta (RANA et al.,
2015). O modelo de separacdo maternal também altera o padréo de cuidado maternal
(VETULANI, 2013; BAILOO et al., 2014). Ao ser aplicado no inicio do ciclo claro, priva
os filhotes em um momento critico em que a amamentacdo com dorso arqueado e
comportamento de lambida ocorrem em maior intensidade (JENSEN PENA e

CHAMPAGNE, 2013).

Como o que ocorreu para ansiedade em juvenis, a ansiedade das genitoras
também esta correlacionada com o comportamento semelhante a ansiedade em

adultos. Tanto nas correlacbes envolvendo os dois grupos — Modelo 1 — quando nas
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correlagcdes apenas no grupo violéncia — modelo 2. Dentre as principais variaveis
correlacionadas com a ansiedade em adultos, encontramos comportamento de
autolimpeza da genitora. E importante notar que 0 momento em que o0 comportamento
de autolimpeza € executado é de extrema importancia para determinacdo do

comportamento ansioso dos filhotes.

A autolimpeza € um comportamento mais comum no horario H2,
especialmente no DPN3 (ver resultados de maternal), visto que neste horario a fémea
ja ndo esta tdo conectada aos filhotes (JENSEN PENA e CHAMPAGNE, 2013). A
autolimpeza durante o comportamento agressivo tem efeito protetor no que tange a
ansiedade dos filhotes quando adultos, sendo o contrario do que esperariamos. Como
nao temos um controle para comparar a frequéncia e duragcdo do comportamento de
autolimpeza durante o comportamento agressivo, seria necessario avaliar sua
estrutura para evidenciar se ele deriva de um aumento de ansiedade da genitora ou

ndo (KALUEFF e TUOHIMAA, 2005; DENMARK et al., 2010).

Dentro do grupo violéncia uma série de relacdes interessantes emergem: a
agressividade da fémea contra o0 macho intruso aparece como um fator relacionado
ao aumento de comportamento semelhante a ansiedade nos filhotes. Ainda nesse
contexto, lamber os filhotes durante a intervencédo com macho intruso se correlaciona
com uma redugcdo no comportamento de ansiedade. Aparentemente, o0
comportamento de lambida tem efeito protetor para comportamentos semelhante a

ansiedade mesmo ocorrendo em uma situacao estressora (BAILOO et al., 2014).

Aumentos no comportamento semelhante a ansiedade podem ter um impacto

importante sobre a capacidade cognitiva. Aléem disso variagdes do ambiente neonatal
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podem acarretar em alteracdo cognitiva na idade adulta. Para avaliar a capacidade
cognitiva dos filhotes dos grupos controle e violéncia quando adultos, dois testes
foram realizados. O primeiro teste consiste em uma tarefa de aprendizado espacial
dependente da memodria de trabalho. O teste possui um componente aversivo dado

pelo ambiente aberto e elevado dos bracos abertos do labirinto em T-elevado.

Os animais do grupo controle aprenderam a tarefa em até trés tentativas, com
um numero crescente de animais aprendendo a tarefa a cada nova tentativa. A
distribuicdo do nimero de tentativas para aprender a tarefa no grupo violéncia foi
significativamente diferente da distribuicdo dos animais controles. Inicialmente, houve
uma perda de 5 animais no grupo violéncia por ndo explorarem o ambiente,
permanecendo imoéveis. Aproximadamente 40% dos animais do grupo violéncia
aprenderam a tarefa em apenas uma tentativa. Possivelmente, o elevado grau de
ansiedade desses animais faz com que percebam o ambiente como aversivo e evitem
futuras exploracdes. Um numero decrescente de animais aprendeu a tarefa em duas
e depois trés tentativas. Quase 20% dos animais ndo aprenderam a tarefa em sete

tentativas.

Considerando que um numero significativo de animais do grupo violéncia
aprendeu a tarefa, a interpretacéo dos resultados ndo permite uma concluséo simples
e abrangente. O que se pode afirmar € que o aprendizado segue um padrédo
diferenciado. De toda forma, cerca de 40% dos animais do grupo violéncia

apresentaram desempenho inferior aos controles na tarefa, indicando uma perda

cognitiva que afeta parte dos animais, e nao todo o grupo.
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Ao buscar relacbes com as variaveis de comportamento maternal,
encontramos principalmente correlacfes moderadas e fracas, ambas negativas, entre
o comportamento de lambida dos filhotes e 0 numero de tentativas para aprender a
tarefa. O comportamento de lambida genital tem sido amplamente explorado na
literatura como sendo um comportamento que aumenta o desenvolvimento cognitivo
da prole (LIU et al., 2000; BREDY et al., 2003; BILBO et al., 2007; CHAMPAGNE et

al., 2008; JENSEN PENA e CHAMPAGNE, 2013; LOMANOWSKA e MELO, 2015).

Quando buscamos correlacbes apenas dentro do grupo violéncia, néo
encontramos correlacdes significativas. Considerando a heterogeneidade do grupo,
talvez seja necessario um numero amostral maior para evidenciar possiveis

correlacdes.

O segundo teste consistiu na tarefa de reconhecimento de objetos, utilizando
memoria de reconhecimento de curta duracdo. Houve uma reducéo significativa no
namero de animais que aprenderam a tarefa no grupo violéncia. Cerca de 69% dos
animais do grupo controle aprendem a tarefa contra apenas 31% dos animais do grupo
violéncia, reforcando o déficit cognitivo como efeito da interven¢do com macho intruso.
Novamente, apenas parte dos animais foi afetada, ndo sendo uma relacéo
determinista. Nas variaveis relacionadas, encontramos uma correlacdo fraca entre
amamentacao com dorso arqueado no DPN3 H2 e o tempo explorando o novo objeto.
A amamentacdo com dorso arqueado € um comportamento maternal de alta
qualidade, descrito na literatura como tendo relacdo com desenvolvimento cognitivo

(CHAMPAGNE et al., 2008).

128



Estudos com roedores mostram um papel importante dos eventos do periodo
perinatal no correto desenvolvimento cognitivo da prole (CANNIZZARO et al., 2005;
CANNIZZARO et al., 2006; CHAMPAGNE et al., 2008; LOMANOWSKA e MELO,
2015). Em especial, alteragbes do cuidado maternal (LIU et al., 2000; WANG et al.,
2015) e eventos estressores (AISA et al., 2009) estédo relacionados com alteracdo de

aprendizado espacial na idade juvenil, adulta e avancada (OITZL et al., 2000).

Dentro das variacbes do comportamento maternal, os comportamentos de
amamentacao com dorso arqueado e, em especial, lambida, sdo os com maiores
efeitos sobre a capacidade de aprendizado dos filhotes (LIU et al., 1997; LIU et al.,
2000; CHAMPAGNE et al., 2008). Dessa forma, as correla¢cdes entre comportamento
maternal e aprendizado, encontradas com a intervencdo com macho intruso, estao de

acordo com os dados da literatura.

No modelo animal de privacdo maternal prolongada — 24h no DNP3 — utilizado
por QOitzl e colaboradores, ha um retardo no aprendizado da tarefa de labirinto aquatico
de Morris. E interessante notar nesse experimento que, a medida que os animais
envelheciam, se evidenciou que apenas uma parcela foi afetada, sendo que o restante
apresentou aprendizado 6timo. No caso dos controles, a distribuicdo foi normal, com
a maioria apresentado resultados medianos (OITZL et al., 2000). Os resultados desse
experimento sdo semelhantes aos dados obtidos com a intervencdo com macho

intruso, na qual uma parcela da populacao € afetada e a outra permanece normal.

Um corpo crescente de evidéncias aponta para efeitos deletério da exposicéo
a violéncia sobre o desenvolvimento cognitivo em humanos (PEEK-ASA et al., 2007;

JOURILES et al., 2008; CARPENTER e STACKS, 2009; GUSTAFSSON et al., 2013;
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GUSTAFSSON et al., 2015; SUOR et al., 2015), com um papel determinante do
cuidado maternal como efeito protetor (SAMUELSON et al., 2012). Criancas vivendo
em lares em que ha relato de violéncia entre os cuidadores tem desempenho 12%
menor em testes cognitivos (PEEK-ASA et al., 2007). Criangas criadas em ambientes
violentos tem desempenho reduzido em tarefas de memoria explicita, sendo esse
efeito menor quando a genitora demonstra cuidado parental de maior qualidade

(JOURILES et al., 2008).

Dentre os fatores de protecdo para o desenvolvimento cognitivo em humanos,
muito se tem discutido sobre o papel da amamentacdo O aleitamento materno
exclusivo nos primeiros meses de vida esta diretamente relacionado com um melhor
desenvolvimento cognitivo infantil (GOLDING et al., 1997; DRANE e LOGEMANN,
2000; HORWOOD et al., 2001; JAIN et al., 2002; RICHARDS et al., 2002; ODDY et
al., 2003; KAFOURI et al., 2013). Repetidos estudos mostram que, em humanos,
existe uma reducao na iniciacao e duracao dos eventos de amamentacao, em especial
no comportamento de amamentacao exclusiva, entre mulheres que vivem em lares
em que ha violéncia entre ela e o cénjuge (KENDALL-TACKETT, 2007; AVERBUCH
e SPATZ, 2009; CERULLI et al., 2010; MORAES et al., 2011; SIPSMA et al., 2013;

ZUREICK-BROWN et al., 2013; MISCH e YOUNT, 2014).

De forma semelhante ao proposto para avaliagcdo da ansiedade, optamos por
verificar se a concentracdo de corticosterona plasmatica reduzida encontrada em
juvenis perdura até a idade adulta. Como nos filhotes e juvenis, os machos adultos
do grupo violéncia apresentaram menor concentracdo basal de corticosterona em

comparagcdo com os controles. Para verificar o real significado dessa redugéo, os
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animais foram submetidos ao estresse repetido por contencao e sua corticosterona foi

medida 24 horas apds o ultimo evento estressor.

N&o evidenciamos diferencas significativas nos niveis de corticosterona
plasmatica em machos do grupo controle estressado (24 horas apdés o ultimo evento
estressor), quando comparados com o grupo controle basal. Os animais do grupo
violéncia estressado apresentaram niveis plasmaticos de corticosterona

significativamente maiores quando comparados com o grupo violéncia basal.

O desenvolvimento do eixo de resposta ao estresse estad intimamente
relacionado com as experiéncias vividas no periodo perinatal, como discutido
anteriormente (PERKEYBILE e BALES, 2015; WORKMAN et al., 2015). O cuidado
maternal tem papel chave na determinacdo do estado de ativacdo do eixo HHA em
condicBes basais e em resposta a diferentes estressores, sendo esse papel bem
caracterizado em roedores (SARRIEAU et al., 1988; LIU et al., 1997; WEAVER et al.,
2004; MEANEY e SZYF, 2005; SZYF et al., 2005; CLAESSENS et al., 2011), com um
namero crescente de trabalhos em humanos (PESONEN et al., 2010; SCHMID et al.,

2013; HABERSAAT et al., 2014, KIEL et al., 2015; OUELLETTE et al., 2015).

Dentro dos dois grupos, animais que tiveram genitoras mais ansiosas —
construindo ninho e autolimpeza H1 nos diferentes dias correlacionados de forma
moderada positiva — apresentaram maiores niveis de corticosterona pés-estresse.
Como fatores protetores encontramos principalmente correlacdes moderadas e fracas
com amamentacao e presenca da genitora no ninho. Em modelos animais em que
ocorre aumento do comportamento de lambida e amamentagéo com dorso arqueado,

a prole tende a apresentar reacoes menos intensas a estressores agudos e crénicos,
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0 oposto sendo verdadeiro (WEAVER et al.,, 2004; MASIS-CALVO et al., 2013;

HENRIQUES et al., 2014).

Considerando as correlagbes apenas no grupo Vvioléncia, diferentes
comportamentos que demonstram a agressividade da genitora contra o intruso se
correlacionam de forma moderada positiva com 0s niveis de corticosterona pos-
estresse. Quando avaliamos a relacdo do comportamento agressivo da genitora e 0s
niveis basais de corticosterona em juvenis, vimos um efeito protetor. No entanto,
qgquando consideramos 0 mesmo comportamento em relacdo aos niveis de

corticosterona pés-estresse em adultos, ele parece ter um efeito deletério.

O unico fator de protecdo encontrado foi a presenca da genitora no ninho no
DPN7 H1, correlacionado de forma moderada negativa com o0s niveis de
corticosterona pdés-estresse. Em humanos, a auséncia dos cuidadores (separacéo),
programa o eixo HHA da prole de forma que adultos submetidos a estresse social

apresentam ativacao exacerbada desse eixo (PESONEN et al., 2010).

E interessante notar que, em humanos, dois fatores importantes estao
associados com menor reposta de cortisol frente a eventos estressores. Em primeiro
esta a quantidade de contato mée-filho nos primeiros meses de vida e, em segundo,
a duracdo e frequéncia de amamentacdo (BEIJERS et al., 2013). Dessa forma,
encontrar a presenca da genitora do ninho e amamentagcéo como fatores de protecao

na ativagéo do eixo-HHA, aumentam o valor preditivo do modelo.

Dentro das correlagdes, uma informacao aparentemente discrepante aparece:
comportamento de lambida no DPN9 estd correlacionado com os niveis de

corticosterona pos-estresse de forma moderada positiva. De acordo com a literatura,
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lamber os filhotes leva a uma série de alteracdes morfofuncionais que culminam em
um aumento da retroalimentacdo negativa do eixo de reposta ao estresse, gerando
respostas menores e menos duradouras (WEAVER et al., 2004; SZYF et al., 2005).
No entanto, o comportamento de lambida deve apresentar um padrao adequado,
sendo mais intenso nos primeiros dias pos-parto e diminuindo em direcdo ao
desmame (JENSEN PENA e CHAMPAGNE, 2013). Dessa forma, comportamento de
lambida elevado no DPN9 pode ser indicativo de uma desestruturacdo do
comportamento maternal, com efeitos sobre a programacdo do eixo hipotalamo-

hipoéfise-adrenal.

Da mesma forma que as genitoras apresentaram ganho de peso reduzido
durante a lactacdo, os filhotes machos apresentaram massa corporal reduzida ao
longo de toda a vida, ficando sempre cerca de 10% abaixo do peso corporal dos
controles. Um numero grande de fatores se correlacionam com a massa corporal dos
filhotes. Embora ndo tenhamos controlado a concentracdo plasméatica de
corticosterona das genitoras dos animais em que a massa corporal foi medida, de
acordo com a literatura, aumentos transitorios diarios nos niveis plasmaticos de
corticosterona da genitora podem levar a reducdo de massa corporal na prole logo
apo0s o desmame, que perdura até a idade adulta (BRUMMELTE et al., 2012). O
estresse cronico durante gestacdo e amamentacao tem efeito semelhante sobre o
peso, afetando mais os machos do que as fémeas (EMACK et al., 2008). Os dados
obtidos das genitoras do experimento 1, juntamente com os dados da literatura,
indicam aumentos transitorios de corticosterona durante a intervencéo, podendo este

estar relacionado com a alteracdo de massa corporal dos filhotes machos.
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Como as andlises de correlacdo com a massa corporal envolveram um namero
amostral elevado, existe uma forte tendéncia a encontrarmos uma série de
correlagcbes fracas e moderadas, levando a um grande numero de variaveis
correlacionadas. Considerando os dois grupos, dentre as correlagcdes mais fortes com
efeito deletério sobre massa corporal, encontramos a ansiedade maternal —
comportamento de autolimpeza — e amamentacdo de baixa qualidade — supino e
relaxada sobre os filhotes. Como fatores protetores encontramos o tempo em que a
genitora estd presente no ninho e amamentando, relacdo amamentacao de alta
gualidade/amamentacéo total e amamentacdo com dorso arqueado, em especial nos

primeiros dias de vida pos-natal — 3,5 e 7.

Quando consideramos apenas 0 grupo Vvioléncia, o tempo em que o intruso
passa no ninho interagindo com os filhotes apresenta correlacéo forte negativa com a
massa corporal. O tempo de subjugacao da genitora pelo macho intruso e a ansiedade
da genitora durante o agressivo também se correlacionam de forma forte negativa
com a massa corporal da prole. De forma discrepante, a amamentacdo com dorso
arqueado no DPN7, logo apd6s o macho intruso, se correlaciona de forma forte
negativa com a massa corporal dos filhotes. No entanto € importante lembrar que o
comportamento maternal apresenta um padrdo, com amamentacdo com dorso
arqueado em grande quantidade nos primeiros dias pés-parto, reduzindo em direcao
ao desmame. Dessa forma, como discutido anteriormente, um aumento da
amamentacdo com dorso arqueado no DPN7 pode ser um indicativo de
desestruturacdo do comportamento maternal (JENSEN PENA e CHAMPAGNE,

2013). Uma verificagdo mais cuidadosa indica que amamentacao com dorso arqueado
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logo apds o intruso tem efeito deletério sobre a massa corporal dos filhotes, enquanto

gue a compensacao posterior, horario H2, tem efeito protetor.

O comportamento agressivo da genitora também parece influenciar
negativamente a massa corporal dos filhotes, como indicado pelas correlacdes
moderadas negativas com comportamento agressivo total, boxeando e chutando e

ataques.

Como fatores de protecdo para massa corporal dos filhotes, encontramos
correlacdes fortes positivas com a genitora no ninho e amamentando, principalmente
no horario H2. Dessa forma, aquelas ninhadas em que as genitoras compensam a
falta de amamentacdo no horario H1 em um horario subsequente, ttm maior massa

corporal apés o desmame.

A intervencdo com macho intruso teve forte efeito sobre a genitora e sua prole,
tanto durante a amamentacao, quanto de forma duradoura. Embora os desfechos
tenham sido discutidos separadamente, é importante notar a inter-relacdo entre as
alteracdes do eixo hipotalamo-hipdéfise-adrenal e alteracfes psicolégicas como
depressao e ansiedade (GUERRY e HASTINGS, 2011). Dessa forma, as alteracdes
consistentes na regulacéo do eixo HHA nos animais do grupo violéncia, podem, e
provavelmente estdo, relacionadas com o aumento do comportamento semelhante a
ansiedade e com o decréscimo cognitivo encontrado nesses animais (SUOR et al.,

2015) bem como com as alteracdes de massa corporal.

Dentro do conjunto de analises efetuadas, se destaca o papel da genitora
como mediadora de muitos dos efeitos encontrados com a intervengdo com macho

intruso. A resposta da genitora a um evento estressor durante o periodo de lactacao
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esta repetidamente associada com uma maior resiliéncia ou maior vulnerabilidade da
prole frente a estressores futuros (LEVINE, 2001; HUOT et al., 2004; MACRI et al.,
2004; WEAVER et al., 2004; MACRI e WURBEL, 2007; MOLES et al., 2008;
PESONEN et al., 2010; MACRI et al., 2011; HABERSAAT et al., 2014; GANELLA et
al., 2015). Dentro desse contexto, a interagdo genitora-filhote se torna um ponto de
destaque para possiveis intervengdes que visem reduzir a incidéncia de alteracdes

psicolégicas e melhorar o desempenho cognitivo de criangas em situacdes de risco.

De forma geral, um ambiente precoce em que haja um grau elevado de
agressividade parece programar a prole para um conjunto de fendtipos
comportamentais e fisioldgicos envolvendo ansiedade, reposta aumentada ao
estresse e menor desenvolvimento cognitivo. Considerando as semelhancas entre
humanos e o presente modelo, a relacdo entre ambiente precoce e desfechos
comportamentais, parece ter um mecanismo conservado em diferentes espécies,

guardadas as devidas proporgoes.
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6. CONCLUSOES

O desenvolvimento do protocolo de intervencdo com macho intruso objetivou
a criacao de um modelo animal para estudo dos efeitos do ambiente violento precoce
sobre o desenvolvimento da prole. Considerando as alteracbes encontradas e 0s
desfechos mais comuns em humanos (ansiedade, déficit cognitivo e alteracdes do
eixo HHA), o modelo apresenta forte validade aparente (face). Ao utilizarmos uma
abordagem etologicamente relevante, ou seja, que mimetiza o contexto humano,
desenvolvemos um modelo animal com validade de construto. Ao verificarmos que as
variacfes do comportamento maternal tém efeitos protetores e deletério semelhantes
ao que ocorre em humanos para 0os comportamentos de ansiedade, estresse e
cognicdo, confirmamos a validade preditiva de utilizar o macho intruso para modelar
a exposicao precoce a um ambiente violento. Em relacdo aos objetivos especificos,

podemos concluir que:

e Aintervencdo com macho intruso apresenta forte impacto agudo sobre

a genitora e sua prole, sendo capaz de elicitar alteragées no eixo HHA
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de ambos. O impacto se assemelha ao esperado em humanos,
conferindo validade aparente ao modelo animal.

e Submeter uma fémea lactante a presenca repetida de um macho intruso
altera o comportamento maternal para com a prole de forma transitoria,
passando de um perfil acolhedor para um perfil agressivo de defesa,
retornado ao normal de duas a trés horas apds cada evento.

e Aintervencdo acarreta em alteracdes do eixo HHA e de comportamento
semelhante a ansiedade na prole a médio prazo (idade juvenil)
consistente com que é encontrado em humanos criados em ambiente
violento, refor¢cando a validade aparente.

e Aintervencdo também gera alteracdes a longo prazo sobre o eixo HHA,
comportamento semelhante a ansiedade, capacidade cognitiva e
desenvolvimento corporal da prole, semelhante ao que se esperaria de
humanos criados em ambiente violento, reforcando mais uma vez a
validade aparente do modelo.

e Os comportamentos maternais acolhedores estdo repetidamente
associados com protecdo contra os efeitos do ambiente violento para
todos os desfechos avaliados, semelhando ao esperando em humanos.
A protecdo pela qualidade do comportamento maternal confere forte

validade preditiva ao modelo animal proposto.

Ao avaliarmos o conjunto de resultados obtidos, concluimos que a intervengéo
com macho intruso durante a lactacdo é um modelo animal de ambiente violento, com
validade de construto, validade de face e validade preditiva. Experimentos buscando

entender 0s mecanismos que levam ao desenvolvimento de diferentes
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psicopatologias, déficit cognitivo e problemas de desenvolvimento causados pela
exposicdo a um ambiente violento durante a infancia, encontrardo no protocolo

proposto uma ferramenta de apoio com grandes possibilidades.
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7. PERSPECTIVAS

O processo de desenvolvimento e validacdo de um novo modelo animal
desvenda um mundo de perspectivas assim que é concluido. Dessa forma, é um tanto

desafiador delinear as perspectivas para o prosseguimento de tal trabalho.

Um dos objetivos iniciais deste trabalho de doutorado envolvia testar a
hip6tese de que as alteracdes cognitivas, de resposta ao estresse e ansiedade,
comumente encontradas em criancas expostas ao ambiente violente, poderiam ser
mediadas por alteragdes neuroendrdcrinas diretamente relacionadas com alteragfes
neuroimunolégicas. O que impedia o teste da hipétese era a falta de um modelo animal
adequado. Se torna claro que agora, em posse de um modelo promissor, testar essa

hipotese passa a ser 0 proximo passo logico.

Assim sendo, propomos a avaliacdo de diferentes parametros que possam
testar a hipotese anterior. A expressdo de marcadores imunoldgicos no hipocampo,

cortex frontal e hipotalamo, como citocinas pro-inflamatorias (IL-1, fator de necrose
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tumoral — TNF-, IL-6), citocinas da reposta celular (IL-2, IL-4, IL-10 e Interferon-gama),

ativacdo microglial (MHC de classe I, Toll-like receptor 4 - TRL4).

Dentre os desfechos encontrados, as alteracfes de massa corporal foram um
resultado inesperado. Uma linha totalmente diferente de pesquisa pode ser
desenvolvida apenas estudados as possiveis alteracdes metabodlicas encontradas
nesses animais. Para esclarecer o impacto do ambiente violento sobre o
desenvolvimento corporal dos filhotes, propomos duas abordagens: a primeira
consiste em avaliar o perfil metabdlico basal desses animais; a segunda consiste em
submete-los a uma dieta hipercaldrica, hiperlipidica e hiperpalatavel, como a dieta de

cafeteria, e entdo testar seu estado metabdlico.

O efeito da intervencdo sobre o sistema ocitocinérgico da genitora nao ficou
claro. A investigacdo mais detalhada da expressédo central de ocitocina no nucleo
supra optico bem como seus receptores e sua associacdo da ocitocina quando

hormonio é essencial para a consolidacao do protocolo.

Ainda podemos explorar a morfologia e densidade e ativacdo neuronal em
areas relacionadas com o comportamento maternal na genitora, como NSO,
relacionadas a cognicdo nos filhotes, como coértex e hipocampo, comportamento
semelhante a ansiedade, como amigdala, e de regulacdo da resposta ao estresse,

como hipocampo, NPV e LC.

Considerando que o presente trabalho foi apenas o desenvolvimento e

validacdo do modelo animal, as perspectivas sdo muitas.
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ANEXO A

Obtencéo de recursos fisicos e financeiros e adequacao do ambiente de

experimentacao.
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A-1 RECURSOS FINANCEIROS

PROPOSTA DE FOMENTO — EDITAL CNPQ UNIVERSAL 14/201

A formacéo de um pesquisador competente passa por compreender as formas
de obtencédo e gerenciamento de capital para financiamento da sua linha de pesquisa.
Dentro dessa linha de pensamento e como parte da formacao do aluno, foi solicitado

ao mesmo que buscasse formas de financiar a execucéo do projeto de doutorado.

Imediatamente apds a defesa do projeto, parte da selecdo para aceite no
programa de pés-graduacéo, se deu inicio a confeccao de proposta de fomento que

seria enviada ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico

(CnPQ).

Para tal, o projeto de doutorado apresentado ao Programa foi adequado as
normas do Edital CNPq Universal 14/2011, na faixa de 50 a 150 mil reais, descrevendo

todos o0s custos em reagentes e equipamentos para execucdo do projeto. Em
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dezembro de 2011 foi publicado o resultado do presente edital, no qual o projeto havia
sido contemplado com o valor de R$ 82.589,00 e deste total R$10.949,00 disponiveis

para compra de equipamentos.

Para melhor utilizacdo dos valores, a maior parte dos recursos foi empregada
via compra de reagentes e materiais por importacao direta. O aluno ficou responsavel
por organizar uma lista com os reagentes a serem adquiridos e encaminhar o processo
junto ao departamento de importacdo. Estimamos um poder de compra duas vezes

maior ao utilizarmos importacéo direta.

Ao final do projeto, o aluno redigiu um relatorio de prestacdo de contas e
procedeu ao cadastro de notas fiscais e orcamentos juntamente com o professor

orientador.

167



A-2 ADEQUACAO DO AMBIENTE DE EXPERIMENTACAO

ADEQUACAO DO RATARIO

Com o objetivo de adequar o local de manutencéo de animais do laboratoério
de neuroendocrinologia do comportamento, foi divisado um plano de readequacao da

sala de animais bem como da sala de acesso ao ratario.

O primeiro passo foi a execucdo de um vazio sanitario. O ratario permaneceu
sem animais por 2 semanas. Durante esse periodo o ambiente foi desinfetado com
produtos préprios para esse fim. O sistema de exaustao foi completamente revisado
e teve seu sistema elétrico refeito de acordo com as normas de seguranca da
Universidade. Todas as estantes de suporte a caixa de animais foram limpas e
aguelas que ndo eram estantes proprias para o ambiente foram retiradas do local e

substituidas por novas.

Para garantir a estabilidade térmica do ambiente durante os dias de muito calor
ou muito frio, o isolamento da janela de acesso a sacada foi refeito em um sistema
duplo, evitando entrada de luz ou ar diretamente da rua. Para atender a demanda de
arrefecimento, o condicionador de ar existente no local foi encaminhado para revisao
e um segundo equipamento foi instalado, de acordo com as instru¢gées do
departamento de engenharia da Universidade — de acordo com laudo emitido pelo
departamento de engenharia, seriam necessarios 2 equipamentos com 24 mil BTUS
cada para garantir a estabilidade térmica do ambiente mesmo com sua lotacédo
maxima. As instalacdes elétricas de todos os condicionadores de ar foram refeitas

para atender as especificacdes de seguranca e poténcia fornecidas pelo fabricante.
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O sistema de iluminacédo foi substituido. As antigas lampadas fluorescentes
foram substituidas por lampadas eletrénicas distribuidas pelo teto de forma a fornecer
uma iluminacéo equilibrada e sem sombras. Um sistema de iluminacéo vermelha foi
instalado para facilitar o0 acompanhamento dos animais durante o ciclo escuro. O
sistema de iluminacédo com temporizador foi acoplado a um sistema de baterias para
evitar variacdes de luminosidade durante quedas de abastecimento de energia

elétrica.

Na nova planta do ratério, todos os materiais exceto estantes de biotério, uma
mesa de trabalho, desumidificador e uma balanca foram retirados e ficou estabelecido

gue nenhum material exceto os anteriormente citados poderia ficar dentro do ratéario.

A sala de apoio ao biotério foi reformulada. Areas especificas para
armazenamento, lavagem e secagem das caixas foram estipuladas. Todos os
materiais que nao tivessem ligacdo direta com o biotério foram retirados. Apenas
caixas moradia em uso, grades, maravalha e racdo permaneceram na sala. O sistema
de refrigeracdo da sala foi revisado e sua instalacéo elétrica foi refeita. A temperatura

e o ciclo claro e escuro da sala de apoio foi adequado ao mesmo padréo do ratéario.

Um conjunto de novas regras para uso do ratério foi estabelecido pelos alunos.
Apenas projetos aprovados no comité de ética poderiam utilizar o espaco. Passou a
ser exigido a solicitacdo de espaco juntamente com um cronograma de uso com seis

meses de antecedéncia ao recebimento dos animais.

O acesso ao ratario passou a ser restrito a quem estava em experimento,

sendo a porta de acesso chaveada e a distribuicdo de chaves controlado pelos
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professores. O acesso também passou a depender do uso de equipamentos de

protecao individual descartaveis: jaleco, propé, touca e mascara.

Passou a ser responsabilidade do pesquisador a troca de maravalha das
caixas de seus animais, aproveitando o0 momento para verificar o estado de saude
geral de cada animal do seu experimento. Comida e agua poderiam ser fornecidos

pelos bioteristas, mas o pesquisador ficou responsavel em garantir que nada falte.

Para garantir a execucdo da nova proposta de uso, uma comissdo de
acompanhamento do uso do ratario foi formada, com as atribui¢des de fiscalizar o uso

e avaliar e liberar as solicitacGes de espaco de acordo com as regras e disponibilidade.
ADEQUACAO DO LABORATORIO

As atividades de coleta de amostras e seu posterior processamento eram
todas executas na mesma sala. Além disso, o laboratério era utilizado como sala de
estudo e sala de reunibes, interferindo com andamento dos experimentos. Como o
laboratério dispunha de algumas outras salas, um processo de redistribuicdo de sala
por tipo de atividade teve inicio. A sala principal do laboratério foi destinada apenas a
coleta e processamento inicial das amostras, bem como armazenamento de solugdes
e equipamentos necessarios para essa funcdo. Foram criadas as salas de reunido e
estudos e de bioguimica e as salas de histologia e criostato foram reestruturadas. A

sala de comportamento foi transferida, como explicado abaixo.
ADEQUACAO DA SALA DE REGISTROS COMPORTAMENTAIS

Inicialmente a sala de registros comportamentais ficava distante do ratario,

exigindo o transporte dos animais. Para o inicio dos experimentos, longos periodos
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de adaptacdo ao novo ambiente eram necessarios. Com o objetivo de sanar o
problema, uma sala adjacente ao laboratorio, utilizada previamente como sala de
computadores, foi convertida em sala de comportamento. A sala apresentava
condicBes estruturais ideiais, por ndo possuia janelas, evitando entrada de luz e ruido
da rua. Um aparelho de ar condicionado com exaustéo foi instalado para controle de

temperatura.

A sala foi dimensionada para o uso simultaneo de diferentes equipamentos
para analise de comportamentos, permitindo o teste sequencial de animais, essencial
nos casos de labirinto em cruz elevado seguido de campo aberto. Suportes fixos para
colocacao de cameras para registro de comportamento foram instalados. Um sistema
de iluminacdo difusa foi colocado juntamente com um sistema de iluminacao

vermelha.

Para o melhor funcionamento da sala, novos equipamentos de avaliacao de
comportamento foram adquiridos, todos em acrilico e com medidas adequadas,

seguindo as orientacdes da literatura especializada.

Um sistema de indicacdo de uso foi instalado, utilizando-se uma lampada
externa para sinalizar ocupacao, orientando os vizinhos a manterem siléncio enquanto

experimentos sdo executados.
CRIACAO DA SALA DE ESTUDOS E REUNIOES

A antiga sala de comportamentos foi convertida em sala de estudos e reunides.
Com tal objetivo, um mutirdo foi organizado pelos alunos do laboratério com o objetivo

de limpar, repintar, forrar o piso e mobiliar a sala.
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Méveis adequados ao espaco foram solicitados junto a secretaria do instituto.
Computadores adequados a atividade de analise de videos de comportamento foram
adquiridos e instalados no local. Todas as atividades de estudo, reunifes e analise de

videos foram transferidas para essa sala.

CRIACAO DA SALA DE ANALISES BIOQUIMICAS

Com o objetivo de ampliar e melhorar as analises que poderiam ser feitas no
laboratorio de neuroendocrinologia do comportamento, uma sala para analises
bioquimicas e imunoldgicas foi planejada. Reestruturando uma antiga sala utilizada

como depdsito, criamos uma sala para tal fim.

Nessa sala forma instalados um sistema de filtragem e deionizacdo de agua
com um filtro de particulas seguido por dois filtros de carvao ativado e um deionizador,

gerando agua adequada para analises bioquimicas e imunoldgicas.

Um jogo de pipetas novas foi adquirido para uso na sala, bem como um
repipetador automatico e pipetas multicanal. Um leitor de placas foi instalado no local,
permitindo a execucao de diversos ensaios colorimétricos. Novos refrigeradores foram
adquiridos para guardar kits e reagentes, bem como solucfes. Banhos térmicos e
bombas de succ¢do a vacuo foram disponibilizadas para experimentos de extracao a

base de solventes e incubagcdo com temperatura controlada.

Vidraria especifica para uso na sala foi comprada. Um protocolo de limpeza de
vidrarias foi estabelecido com base na literatura, associado a secagem em estufa

disponibilizada no local.
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ADEQUACAO DA SALA FRIA

A sala previamente utilizada para cortes em criostato foi redesignada como
sala fria. O ultrafreezer que estava em local inadequado no corredor do instituto foi
movido para a nova sala que passou a ter temperatura controlada 24h. A temperatura
da sala é mantida em 18 graus centigrados. Dessa forma a temperatura média do

ultrafreezer passou de 60 graus negativos para 80 graus negativos, como esperado.

Durante o processo de realocacao do ultrafreezer, ele foi descongelado, limpo
e reorganizado. Um conjunto de regras para uso do freezer e um sistema de
localizacdo de amostras foi aplicado. Todos os dias, o primeiro aluno a chegar no

laboratorio conferia a temperatura da sala e do ultrafreezer.

ADEQUACAO DA SALA DE HISTOLOGIA

A sala de histologia foi reestruturada e reorganizada de forma a permitir a
execucao de diversos procedimentos histoldégicos como fixacdo e inclusdo de tecidos
em parafina, diferentes coloragdes e imunoistoquimica. O sistema de captura de
imagens foi atualizado para facilitar a aquisicdo, avaliacdo e armazenamento de

imagens.

As regras para uso da sala foram estabelecidas, bem como os protocolos

experimentais e de descarte de residuos.

DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA DE REGISTRO DE COMPORTAMENTO

Quando se trabalha com comportamento animal, um grande problema a ser
levado em consideracdo € a forma como os comportamentos serdo registrados e

avaliados. O registro pontual dos comportamentos € uma técnica amplamente
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utilizada, na qual os comportamentos sao visualizados por poucos segundos e
anotados em uma planilha em intervalos regulares de tempo. Embora seja uma

técnica valida, a continuidade do comportamento se perde.

Uma segunda opcao € o registro em video. Essa forma de registro tem a
limitac&o de permitir o registro de poucos animais por vez e da instalacdo das cameras

em tripés dentro do biotério sempre que o registro for necessario.

Com o objetivo de otimizar os registros sem perder a continuidade do
comportamento, o aluno se propds a desenvolver um sistema de registro de
comportamentos automatizado que conseguisse acompanhar mdltiplas caixas-

moradia simultaneamente.

Um sistema baseado em 16 cameras IP fixadas na parede do biotério foi
desenvolvido. As 16 cameras foram acopladas a um computador de registro que pode
ser programado para iniciar e finalizar as filmagens em horarios especificos. Um
sistema de iluminacgéo utilizando diodos emissores de luz (LED) vermelhos de alta

poténcia acoplados a um timer foi criado para uso em filmagens noturnas.

O sistema completo permitiu o registro de comportamento maternal (Figura

21), sexual no ciclo escuro (Figura 22), brincadeira, agressivo dentre outros.

O sistema todo foi acoplado a um banco de energia que permite a filmagem

continua por até 2 horas na auséncia de alimentacgéo elétrica.

Todo o projeto foi planejado e executado pelo aluno utilizando o financiamento

obtido através do edital Universal previamente citado.
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Figura 24 — Registro de comportamento maternal em ciclo claro — registro simultdneo de nove caixas

moradia utilizando o sistema desenvolvido no laboratdrio.
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Figura 25 — Registro de comportamento sexual regulado pela fémea em ciclo escuro - registro
simultdneo de quatro arenas de comportamento sexual utilizando o sistema desenvolvido no

laboratorio.
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Editor-in-Chief
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October 18th, 2015

Dear Editor,

We are pleased to submit for publication the manuscript entitled: Social stress during
lactation shifts maternal corticosterone form free to bound fraction decreasing

male pups corticosterone to the Editorial Board of Hormones and Behavior.

The study analyzes the effects of a social stress paradigm during lactation in rats
(presence a male intruder in the female’s home-cage). We described changes in plasma
hormones in the dams and pups. Moreover, maternal behavior was altered by the intruder.
The manuscript is an original work not previously published or submitted elsewhere. Each
person listed as authors participated in the study to a significant extent, working on the
conception, design, gathering, analysis and/or interpretation of data and to the writing and
intellectual content of the article. We declare no conflict of interest with respect to

manuscript.

Looking forward to hearing from you soon

Yours Sincerely, Aldo B. Lucion

Corresponding author



Title: Social stress during lactation shifts maternal corticosterone form free to bound

fraction decreasing male pups corticosterone

Highlights

[J  Male intruder paradigm shifts dams corticosterone to bound fraction.

[l The capacity of the dam to cope with a male intruder seems to prevent
corticosterone fraction shifting.

[0 Plasma corticosterone in the pups is inversely correlated with the dams

bound/total corticosterone
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