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Resumo

A estimulagdo (manipulagcdo) neonatal tem servido como modelo para
observar os mecanismos pelos quais as variagcdes no ambiente do recém-nascido
podem afetar seu desenvolvimento quando adulto. Por outro lado, a separagao
maternal € um modelo que analisa a importancia do cuidado parental para o
desenvolvimento da prole. Quando adultos, ratos que foram manipulados
periodicamente na infancia apresentam menor reatividade ao estresse, enquanto
aqueles que sofreram privacdo maternal periédica sdo mais medrosos e podem
apresentar déficits de desenvolvimento e aprendizado. Este trabalho teve por
objetivo investigar se a manipulagdo por 1 minuto ou a separagao periédica por
180 minutos dos filhotes no periodo neonatal poderiam alterar o comportamento
da mae destes filhotes. Avaliou-se o tempo em que a mae fica em contato com os
filhotes, o tempo em que ela fica lambendo-os e a duragdo do comportamento de
amamentagcdo com o dorso arqueado. A duragdo destes comportamentos foi
observada no primeiro, quinto e décimo dia apds o nascimento, antes, logo apos,
40 e 80 minutos apds a manipulacédo e a separacao, sendo que os filhotes foram
submetidos a estes estresses durante os primeiros 10 dias pos-parto.

Em conjunto, nossos resultados mostraram que tanto a manipulagéo por 1
minuto como a separacdo por 180 minutos aumentaram a duracdo do
comportamento de lamber os filhotes nos primeiros dez dias apds o parto. O
aumento deste comportamento ocorreu imediatamente apds o retorno dos filhotes
a caixa, mas nado se manteve alto e voltou ao nivel do grupo controle apdés um
periodo de tempo. No grupo manipulado houve uma redugédo do tempo em que a
mae fica junto aos filhotes logo apdés a manipulagdo, comparado aos outros
grupos.

Nossos resultados mostram que tanto a estimulagdo dos filhotes pela
manipulagdo como a privagdo materna pelo afastamento prolongado provocam
aumento do comportamento maternal, expressado pelo comportamento de lamber,

logo apds o retorno dos filhotes ao ninho.



As alteracbes comportamentais ou de responsividade ao estresse no
adulto, induzidas por eventos ambientais durante o periodo neonatal (manipulagao
ou privagao materna) podem ser causadas pelo efeito da intervengao direta sobre

os filhotes ou pela alteracdo do comportamento maternal.



Introducgao

Resposta de um organismo ao estresse

Quando um organismo é ameacgado por eventos externos que poderiam
causar-lhe algum dano, ele desencadeia uma série de reagbes que visam manter
a homeostasia. Uma das principais respostas ao estresse ocorre pela ativagao do
eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA) e das células noradrenérgicas do Locus
Coeruleus.

Sinais neurais reconhecidos como estresse sao levados ao hipotalamo
onde ocorre, entdo, a sintese e secrecdo do horménio de liberagdo da
corticotrofina (CRH) e outros peptideos como a vasopresssina pelas células
parvocelulares do nucleo paraventricular. Pelo sistema porta esses peptideos
passam do hipotalamo para a hipdéfise anterior, onde o CRH estimula a sintese e
liberagdo da hormonio adrenocorticotréfico (ACTH) na circulagao sistémica. O
ACTH na circulagédo estimula a liberagao de corticéides pela glandula adrenal. O
principal glicocorticbide no rato € a corticosterona, que produz lipdlise,
glicogendlise e o catabolismo de proteinas, mantendo altos os niveis de substratos
energéticos no sangue, além de suprimir a resposta imunolégica do organismo
(Meaney et al, 1993).

O eixo HPA possui um sistema de feedback negativo onde os
glicocorticoides regulam a liberacdo de ACTH, agindo também em regides
cerebrais para inibir a liberacdo do CRH. Além do hipotalamo e da hipdfise, o
hipocampo também esta envolvido no feedback negativo pois € o local onde se
encontra a maior densidade de receptores para glicocorticoides (Francis et al,
1996).

A atuacédo dos glicocorticoides no encéfalo de ratos ocorre através de dois
tipos de receptores, os receptores tipo | e do tipo Il. Os do tipo | sdo sensiveis a

niveis basais do horménio e ocorrem em maior quantidade no hipocampo. Os do



tipo Il sdo mais sensiveis a alteragbes da concentragdo de glicocorticéides como

ocorre no estresse, agindo assim na retroalimentagao negativa.

A estimulagao neonatal

Ao nascerem, os mamiferos ndo estdo com o sistema nervoso plenamente
desenvolvido. Nos ratos, logo apds o nascimento, o sistema nervoso esta sensivel
a alteragbes ambientais. O desenvolvimento de respostas adaptativas ao estresse
pode ser modificado por eventos que ocorrem nesta época (Meaney et al, 1993).

O periodo neonatal corresponde ao periodo onde as primeiras ligagdes
sociais do animal sao formadas (Scott, 1962). Neste periodo o organismo esta
altamente sensivel aos efeitos de estimulos ambientais, como por exemplo a
manipulagdo por parte do experimentador. As alteragcbes comportamentais e
neuroenddcrinas induzidas pela estimulagdo neonatal parecem perdurar ao longo
da vida do animal (Francis et al, 1996).

Muitos pesquisadores observaram que ratos recém nascidos submetidos a
choques elétricos ou estresse por frio apresentavam uma baixa ou nenhuma
resposta do eixo HPA, comparados aos adultos. Denominaram este periodo de
"periodo hiporresponsivo ao estresse", pela baixa reatividade corticoadrenal apds
um estimulo estressante. Zarrow et al (1966) demonstrou que filhotes de ratos de
2 dias de idade apresentam elevagao significativa da corticosterona plasmatica
logo apds o estresse por calor mas ndo apresentam elevagdes depois do estresse
por choque. Ja com 9 dias de idade, os filhotes ndo apresentaram elevacgdes
significativas apos estes dois tipos de estresse em comparagao aos niveis basais.

Em ratos de 7, 14 e 21 dias submetidos a manipulacéo diaria ou choque
elétrico, aos 8 dias de idade tanto o grupo controle como os estimulados nao
apresentavam diferengas na corticosterona plasmatica em relacdo ao nivel basal

apos o estresse. Somente a partir do 15° dia que os filhotes comecaram a mostrar



elevagdes deste hormonio apds o estresse (Ader et al, 1968). Ratos de 5 dias de
idade nao apresentaram elevacdo do ACTH em resposta ao estresse por éter
(Walker et al, 1986). Em estudos mais recentes, observou-se que em resposta a
um estresse leve, ha uma rapida transcricdo do gene do CRH no hipotdlamo em
ratos com 6 e 12 dias, que foram considerados estarem no periodo
hiporresponsivo ao estresse, mostrando que os filhotes podem ter uma minima
resposta enddcrina ao estresse quanto a secrecao plasmatica de horménios, mas
uma rapida resposta transcricional de CRH no nucleo paraventricular do
hipotalamo (Dent et al, 2000). Walker et al (1986) observou que filhotes
adrenalectomizados durante o periodo hiporresponsivo respondem ao estresse
por éter com um aumento significativo do ACTH, indicativo que a baixa resposta
do eixo HPA ao estresse durante este periodo pode ser devido aos filhotes terem
uma hipersensibilidade a retroalimentagédo negativa pela corticosterona.

A estimulacdo neonatal tem sido usada ha varias décadas para observar
como as variagdbes no ambiente do recém-nascido podem alterar seu
comportamento quando adultos (Denenberg, 1964; Levine et al, 1967; Hess et al,
1969; Sieck & Ramaley, 1975). A estimulagdo neonatal consiste essencialmente
em separar os filhotes da méae alguns minutos por dia durante os primeiros dias de
vida. Alguns outros modelos ja foram testados, por exemplo, segurar os filhotes
com a mao gentilmente, expb-los ao frio ou choques elétricos. Comportamentos
adultos sao afetados pelos estimulos ambientais combinados com a resposta
imediata da mae aos filhotes estimulados (Villescas et al ,1977).

Estes estimulos aparentemente ndo sédo nocivos aos filhotes, mas podem
ser observadas alteragdes significativas no sistema nervoso central quando
adultos. Em ratos adultos que foram separados da mae por 15 minutos do 2° ao
14° dia de vida o Locus Coeruleus contém mais receptores GABAa podendo
indicar menor atividade noradrenérgica (Caldji et al, 2000), além disso, esses
animais apresentaram niveis hipotalamicos de CRH menores do que os controles
apos um estresse por retengdo (Plotsky & Meaney, 1993). A separacao por 15
minutos por dia nos primeiros dias mostra aumento das ligagdes de

glicocorticéides no hipocampo expressado pelo aumento da densidade de



receptores tipo Il nos adultos. Esta diferenga pode influenciar a retroalimentacao
negativa do eixo HPA, pois o rato manipulado tem uma menor resposta do eixo
HPA frente ao estresse (Meaney et al, 1993). Além de niveis hormonais e
densidade alterados de receptores, algumas estruturas neurais podem ser
modificadas pela estimulacdo neonatal. Ratas manipuladas por 1 minuto por dia,
do primeiro ao décimo dia pos-parto, apresentam menos células no locus
coeruleus durante o periodo pubere em comparagao com ratas nao-manipuladas
(Winkelman et al, 2000). Ja machos e fémeas manipulados por 1 minuto por dia
durante os primeiros 5 dias tem um aumento do numero de células apoptoéticas na
amigdala medial neste periodo (Padoin et al, 2000). Por outro lado, o numero de
células dopaminérgicas dos nucleos paraventricular, periventricular e arqueado do
hipotalamo n&o é diferente em ratos manipulados e ndo-manipulados (Hermel et
al, 2001).

No campo aberto, ratos adultos estimulados na infancia tendem a ser mais
ativos e a defecar em menor quantidade que os nao-estimulados, mostrando que
os estimulados parecem ter menos medo e secretam menor quantidade de
corticosterona apos o estresse, além de voltar mais rapidamente ao niveis basais
(Denenberg, 1964, Hess et al, 1969, Ader & Grota, 1968). Gilad et al (2000),
observaram resultados semelhantes em ratos com 53 dias de idade que foram
separados 15 minutos duas vezes ao dia no periodo neonatal. Estes animais
mostraram maior indice de exploragdao e do comportamento de autolimpeza e
menor quantidade de defecagado. Outras linhagens de ratos geneticamente mais
reativos ao estresse, ao serem manipulados do 1° ao 22° dia de vida, mostram
quando adultos maior atividade exploratéria e menor indice de defecagdo que
ratos de mesma linhagem que n&o foram manipulados na infancia (Fernandez-
Teruel et al, 1991). Ratos manipulados na infancia permanecem mais tempo nos
bracos abertos do labirinto em cruz elevado, apresentam menor duragao do
comportamento de congelar e sdo menos resistentes a captura quando adultos. A
manipulacao de ratos no periodo pés-natal pode afetar a performance em tarefas
de aprendizado, além da reatividade ao estresse (Anisman et al, 1998). A

manipulagdo neonatal também diminui a inibicdo comportamental de machos e



fémeas adultos em um ambiente totalmente aversivo, como o campo aberto com
predador (Padoin et al, 2001).

A estimulagdo neonatal também esta relacionada a mudancas fisioldgicas
no comportamento sexual e reprodutivo de ratos adultos, pois fémeas que foram
manipuladas por 1 minuto diariamente nos primeiros 10 dias de vida apresentaram
ciclos estrais anovulatérios quando adultas (Gomes et al, 1999). Gomes (2001)
também observou um retardo na instalacdo da puberdade em ratas manipuladas
por 1 minuto no mesmo periodo. As mesmas ratas, quando adultas, também
apresentaram uma diminuigdo significativa da frequéncia de lordoses, quando
testadas com machos sexualmente ativos. Em machos adultos manipulados na
infancia, a frequéncia de intromissdes foi menor que nos nao-manipulados além
de haver maior quantidade de machos que n&o copularam no grupo manipulado,
indicando o efeito deletério da manipulagdo neonatal no comportamento
reprodutivo de machos (Padoin et al, 2001).

A estimulacéo durante o periodo neonatal pode inibir a atividade da enzima
ornitina decarboxilase (ODC) (Schanberg & Kuhn, 1995). Esta enzima € limitante
na sintese das poliaminas e se encontra em alta concentracdo nas células em
divisdo de tecidos em crescimento. A ODC também se manifesta nos tecidos em
resposta a injecdo de glicocorticoide sintético, e em resposta ao estresse. Em
ratos de 60 dias, separados 15 minutos duas vezes ao dia, do 2° ao 25° dia de
vida, apresentaram menor atividade da ODC induzida pelo corticosterdide
sintético dexametasona no hipocampo, mas houve um aumento da ODC no

figado em comparagao aos ndo manipulados (Gilad et al, 2000).

A separacao maternal

A separagcao maternal consiste em afastar os filhotes da mae por um
periodo maior, que pode variar de 1 a 6 horas por dia, durante os primeiros dias

logo apos o nascimento. Outro modelo pode ser um unico e continuo periodo de



24 horas de privagcao maternal em um determinado dia entre o nascimento e o
desmame. Estes modelos sédo bastante utilizados com a finalidade de observar as
reagcdes que podem ocorrer em varios sistemas do organismo, tanto nos filhotes
como nos adultos e quais estdo envolvidos com o cuidado parental normal.

Longos periodos de separagdao maternal podem alterar as vias de resposta
ao estresse, pois a mae é a primeira ligagdao entre o filhote e o0 meio ambiente
(Francis & Meaney, 1999) e a alteragao desta relagao pode alterar a diferenciagéo
no sistema nervoso dos filhotes. O desenvolvimento do eixo HPA é afetado por
eventos que aconteceram no inicio da vida, durante este periodo, nos roedores, os
receptores de glicocorticoides do hipocampo mostram grande plasticidade (Francis
et al, 1996).

Ratos com 7 semanas de idade que foram separados da mae por 4,5 horas
nas 3 primeiras semanas de vida apresentaram menor atividade no campo aberto,
apesar de secretarem menos corticosterona apos o estresse por retengéo (Ogawa
et al, 1994). Adultos separados por 3 horas no mesmo periodo apresentaram
niveis hipotalamicos de CRH maiores que os nao-separados apos o estresse por
retencdo e apresentaram corticosterona plasmatica semelhante ao controle. Os
ratos que sofreram a separacdo maternal periédica respondem mais
intensamente a um estimulo estressante quando adultos (Plotsky & Meaney,
1993). Estes resultados s&o confirmados por Wigger & Neumann (1999), em ratos
adultos (4 a 5 meses), que sofreram 3 horas de separagdo maternal diaria nas
duas primeiras semanas de vida. Apés 10 minutos do inicio do teste do labirinto
em cruz elevada, secretaram mais ACTH que o grupo controle, embora os niveis
basais ndo diferissem. Além disto, tanto os machos como as fémeas mostraram
menor atividade exploratéria neste teste, permanecendo menos tempo no braco
aberto. No entanto, a separagdo nao afetou o comportamento no teste de nado
forcado tanto em machos como em fémeas. Quando adultos, os animais privados
do contato maternal mostraram aumento dos comportamentos relacionados com
ansiedade, como indicam os testes do labirinto. Biagini et al (1998) observaram
que ratos separados 5 horas por dia do 2° ao 6° dia pds-parto apresentaram,

quando adultos, maior secrecédo de corticosterona apds um estresse por novidade.



Estes ratos também apresentaram uma menor imunorreatividade a receptores de
glicocorticéides ativados na area CA1 no hipocampo apds o estresse. Sabe-se
que os receptores para glicocorticoides no hipocampo estédo relacionados com a
retroalimentagdo negativa da resposta ao estresse, entdo a separagéo periddica
no periodo neonatal pode causar uma diminuicdo da eficacia do controle
adrenocortical do eixo HPA quando adultos.

O comportamento alimentar também ser afetado pela privacdo maternal. A
separacao periodica por 180 minutos nos primeiros dias de vida faz com que
machos adultos privados de comida tenham uma laténcia maior em se aproximar
do alimento apds a privagao, enquanto os que foram manipulados por 15 minutos
apresentam menor laténcia entre os grupos (lwasaki et al, 2000).

Primatas separados da mae mostraram um aumento significativo em
disturbios comportamentais tais como tremores e gritos (Laudenslager et al, 1990)
e filhotes de cachorros separados de suas maes por uma noite tiveram uma forte
reagcao emocional (Scott, 1962).

A privacdo maternal nos primeiros dias prejudica o comportamento
reprodutivo nos adultos. Ratos machos adultos separados da mae por 6 horas
diarias no periodo neonatal apresentaram comportamento sexual reduzido, uma
laténcia maior em montar na fémea receptiva (Rhees et al, 2001).

Esses dados indicam que a separagao da mae na infancia faz com que os
adultos paregcam ter mais medo em um ambiente novo, como o campo aberto ou o
labirinto em cruz elevado (Wigger & Neumann ,1999, Ogawa et al, 1994). Ao
contrario, a breve estimulacdo faz com que apresentem menos medo em
ambientes novos.

Importantes alteracbes bioquimicas estdo relacionadas a privagdo do
contato maternal. Schanberg & Kuhn (1995) observaram que filhotes de 10 dias
separados da mé&e por 1, 2 ou 6 horas diminuiram em quase a metade a
concentragédo plasmatica de GH comparados ao controle. Mas o GH sérico tende
a voltar ao normal se os filhotes forem gentimente escovados durante a
separacao. Além disto, a privagdo maternal faz com que os tecidos percam a

sensibilidade ao GH. Ratos com 9 e 16 dias de idade apresentaram uma maior



expressao em células hipotaldmicas e hipocampais do fator de crescimento neural
(NGF) apés um periodo longe da mae, que variava de 1 a 3 horas (Cirulli et al,
2000).

A separagao periodica da mae durante a fase neonatal pode induzir a uma
maior sensibilidade a drogas psicoativas, em ratos adultos, como a anfetamina.
Meaney et al (2002) examinaram a atividade locomotora no campo aberto em
ratos adultos apos a administracdo de anfetamina. Os ratos que sofreram
separacao maternal periddica nas primeiras semanas de vida apresentaram maior
locomogéao. Este aumento pode estar relacionado ao aumento de glicocorticéides
circulantes que induz ao aumento a liberagdo de dopamina no nucleo accumbens,
pois os ratos que sofreram a separagcdo secretam mais corticosterona em
ambientes estressantes.

Ratos recém-nascidos afastados da mae por um periodo de 24 horas,
mantidos na temperatura do ninho, mas sem alimentagcdo mostraram alteraces
ao longo do desenvolvimento, como o retardo na abertura dos olhos, no
aparecimento dos pélos e na abertura vaginal (Swanson et al, 1984). A idade em
que ocorre esta separagcdo pode ser crucial na inducdo de alteracbes
comportamentais e neuroenddécrinas na idade adulta. Ratos adultos, machos e
fémeas, separados da mae por 24 horas nos dias pés-parto 4, 9 e 18 comparados
ao controle ndo apresentaram diferengcas na locomogao no teste do campo-
aberto, no labirinto em cruz elevado e no teste de medo condicionado. Entretanto,
0s machos separados no dia 4 pds-parto mostraram déficits no aprendizado de
esquiva ativa. Estes dados indicam que uma unica separagdo parece nao alterar
a reacado a medo e novidade, mas sim o aprendizado, e que machos podem ser
mais suscetiveis do que as fémeas (Lehmann et al, 1999). Apos 24 horas de
privagdo maternal e logo apés um estresse agudo, o nivel de ACTH e de
corticosterona plasmatica em filhotes de 6 e 12 dias é significativamente mais alto
do que aqueles que ficaram com a mae antes do estresse (Dent et al, 2000).
Também ha uma diminuicdo da expressdo do gene para receptores de
glicocorticdides e mineralocorticéides na area CA1 do hipocampo apds esta

privagao do contato maternal por 24 horas (van Oers et al, 1998).



Comportamento maternal

O comportamento maternal pode ser definido como o comportamento da
fémea lactante em relagao a sua prole imatura. Este comportamento € necessario
para o desenvolvimento de todos os mamiferos, que eventualmente se tornarao
independentes.

Os filhotes de ratos, assim como a maioria dos roedores, nascem altriciais,
isto €, s&o parcialmente imdveis, desprovidos de pélos, surdos e cegos, incapazes
de se locomover e de regular sua temperatura. Perto da data do parto, a mae
inicia uma sequéncia de mudangas comportamentais que visam receber
adequadamente os filhotes. Ela muda seus padrdes de limpeza corporal, levando
mais tempo na limpeza da regido mamaria e, alguns dias antes do parto, ela
constréi um ninho com o substrato disponivel (para revisdo ver Numan, 1988).
Nos ratos, o comportamento maternal ocorre com maior frequéncia nos primeiros
dez dias apos o parto (Grota & Ader, 1969; 1975) e diminui a partir dai. Até
aproximadamente o 12° dia de vida, é a mae que toma a iniciativa de se aproximar
dos filhotes. Apds este periodo, os filhotes estdo aptos a se locomover e a deixar o
ninho, entdo sao eles que se aproximam da mae para requerer cuidados (Leon &
Moltz, 1971). Nesta idade, a m&e n&o recolhe mais os filhotes, caso eles saiam do
ninho, eles reconhecem a mae pelos feromoénios emitidos pelas fezes desta (Leon,
1974). Depois de duas semanas do nascimento ha um declinio gradual dos
cuidados maternos, até que ocorra a rejeigao dos filhotes pela mae no desmame
(Reisbick et al, 1975), que ocorre aproximadamente aos 28 dias de vida.

A fémea lactante mostra uma ritmicidade do comportamento maternal, que
€ mais intenso durante o dia (Grota & Ader, 1969) e caso o ciclo claro-escuro sofra
uma inversdo a cada 3 dias, a mae nao altera a maioria dos comportamentos em
relagcdo aos filhotes, mas altera a periodicidade deste, isto é, ela comeca a ter
cuidado maternal durante o periodo escuro e durante o claro também. Caso a



temperatura do ambiente seja aumentada de 18° para 26° C observou-se menos
contato com os filhotes (Schelstraete et al, 1992). Leon et al (1984) demonstrou
que a temperatura do ambiente pode influenciar o tempo em que a mae fica junto
aos filhotes. Outros fatores também afetam esta interagdo, por exemplo, a
temperatura dos filhotes, o numero e o tamanho destes e o peso da mae.
Concluiu-se que as méaes passam mais tempo junto dos filhotes durante o ciclo
claro, pois o pico de temperatura materno ocorre durante a noite e a temperatura
do ninho limita o tempo em que a mae fica neste (Leon et al, 1984). A hipertermia
aguda forga a mae a se afastar dos filhotes (Jans & Leon, 1983 b). Ratas lactantes
passam significativamente mais tempo no ninho com filhotes hipotérmicos
comparados a filhotes com a temperatura normal de 33° a 35° C (Leon et al,
1978).

A rata lactante precisa de varios estimulos além das mudangas hormonais
causadas pela gestacdo em si para estabelecer uma resposta maternal. O
principal estimulo € a presenca dos filhotes, que atrai a atencdo da mae com
alguns comportamentos como vocalizagdes e movimentos do corpo (Polan &
Hofer, 1999) e por estimulos olfatérios (Moore, 1985, Jans & Leon, 1983 a).

Ratas virgens e machos também podem apresentar alguns
comportamentos maternais se forem apresentados a filhotes. Este processo €&
chamado de sensibilizagdo. Se durante alguns dias seguidos forem colocados
filhotes perto de ratas virgens ou de machos por alguns minutos, depois de alguns
dias, os filhotes serao recolhidos, agrupados e colocados em um ninho (Bridges et
al, 1974). Fémeas virgens podem assumir a postura cifética de amamentagéo,
depois de algum tempo, se receberem o estimulo adequado dos filhotes. A média
de tempo para ratas virgens sensibilizarem-se € de 8,5 dias (Lonstein et al, 1999).
Com o objetivo de estabelecer quais os mecanismos que facilitariam o
comportamento maternal, Bridges (1975) testou a sensibilizagdo 25 dias apds o
parto de ratas que pariram e que ficaram com os filhotes por apenas 4 horas, de
ratas que foram submetidas a cesariana e nao tiveram contato com os filhotes e
de virgens. A sensibilizacao foi facilitada apenas nas ratas que foram expostas aos

filhotes, pelo menos por um pequeno intervalo de tempo. As virgens e as



submetidas a cesariana se comportaram de maneira semelhante, isto &, levaram
mais tempo para sensibilizar-se com os filhotes, mostrando que a gestagao nao é
a unico estimulo necessario para o estabelecimento de respostas maternais.

Varias alteragbes hormonais estdo envolvidas no comportamento de ratas
gravidas e lactantes. O aparecimento do comportamento maternal coincide com o
parto e horménios associados com a lactacdo podem causar este comportamento
(Nelson, 1995). Durante a gestagdo de 21 dias, a progesterona esta alta em
comparagao ao estradiol no mesmo periodo e atinge seu pico a partir do 14° dia
entrando em declinio a partir do 19° dia. O estradiol atinge seu pico no 21° dia da
gestacdo, quando entdo ocorre o parto. A queda nos niveis de progesterona
parece ser necessaria para que se iniciem as contragdes uterinas. A queda de
progesterona e o aumento do estradiol induz a liberagdo da ocitocina para a
expulsao do feto. Depois do nascimento dos filhotes, alguns horménios facilitam a
resposta maternal, entre eles o estrogénio, a ocitocina e a prolactina (Numan,
1988, Nelson, 1995) e a corticosterona (Leon et al, 1978). Apds o parto, o ciclo
ovariano normal da rata fica suspenso até o final da lactagdo (Lonstein et al,
1999). Além destas mudangas hormonais, as lactantes tem uma producéo crénica
de calor neste periodo. Em um ambiente a 22° C, durante o ciclo claro, a
temperatura corporal de lactantes € significativamente mais alta que a de ratas
ndo lactantes, também € mais alta a taxa metabdlica. Durante o ciclo escuro a
temperatura e a taxa metabdlica também se mantém altos (Adels & Leon, 1986).
Durante as trés primeiras semanas depois do parto € quando a temperatura se
mantém mais alta em todo o ciclo reprodutivo (Kitrell & Satinoff, 1988).

Ap6s o parto, a rata lactante se engaja em manter uma série de
comportamentos com os filhotes. Na maior parte do tempo ela fica sobre eles,
para manté-los aquecidos (Grota & Ader, 1969). Ela pode se manter por cima dos
filhotes com uma postura arqueada, esta postura curvada faz com que as mamas
figuem mais expostas e facilita a ejecdo do leite pelo estimulo de suc¢do dos
filhotes (Stern & Johnson, 1990). Ao parirem, nos primeiros dias de vida dos
filhotes, as lactantes passam até 85% do tempo total junto aos filhotes (Grota &
Ader, 1969).



Ao testarem o comportamento maternal de lactantes com filhotes mortos e
vivos, Stern & Johnson (1990) observaram que os filhotes devem estar quentes,
serem ativos e emitirem vocalizagdes para que a mae apresente a postura cifotica
de amamentacdo. Embora elas possam assumir o comportamento de lamber e
recolher os filhotes mortos, a postura cifética s6 ocorre para filhotes vivos e
quentes. Para esta postura, € necessario que os filhotes estejam presos aos
mamilos.

Outros comportamentos além da postura cifética sdo importantes para
assegurar o perfeito desenvolvimento dos filhotes. Entre eles, destaca-se o
comportamento de lamber os filhotes. Este comportamento ocorre em todo o
corpo e na regido anogenital (perineo) tendo a finalidade de estimular a excregéao
dos filhotes e além disto como reposi¢cdo de agua e eletrdlitos da mae lactante, ja
que ela ingere a urina dos filhotes (Gubernick & Alberts, 1985). Foi relatado que
em uma ninhada de 8 filhotes, a mae ingere aproximadamente 21 ml de agua pela
urina dos filhotes, o equivalente a dois tercos da agua perdida pela lactagdo em
um dia (Friedman & Bruno, 1976). O comportamento de lamber ocorre em alta
frequéncia nos primeiros dias apos o parto e Moore & Morelli (1979) constataram
que, em ratos, a mae lambe mais os filhotes no dia 10 pés-parto do que no dia 3,
e que a freqUéncia de lamber a regido anogenital € maior nos filhotes machos que
nas fémeas. Varios autores sugerem que lamber mais os machos nesta regido
pode ser induzido por estimulos olfatérios dos filhotes, pois a mae é mais atraida
pela urina dos filhotes machos que das fémeas (Moore, 1985) mas também pode
estar relacionado a quantidade de urina liberada (também ver Moore, 1992). Para
testar estas hipoteses, Moore & Power (1992) induziram alteragdes nas vias
sensoriais de lactantes. Ratas tiveram suas células olfatérias lesadas com sulfato
de zinco e outras receberam salina 0,9% para beber ao invés de agua. Estas ratas
tiveram uma redugdo no comportamento de lamber o perineo dos filhotes, mas a
frequéncia de lamber outras partes do corpo nao foi alterada. Apesar da redugao
nas lambidas, as ratas lesadas com zinco passaram mais tempo no ninho com os

filnotes. Estes dados mostraram que os estimulos olfatérios e a quantidade de



urina estao envolvidos no comportamento de lamber, e o comportamento de ficar
sobre os filhotes no ninho é afetado pela temperatura e nao pelo odor.

O comportamento de lamber os filhotes € um importante estimulo tactil que
pode influenciar no desenvolvimento social de machos e fémeas adultos, incluindo
o comportamento sexual (Birke & Sadler, 1987, Moore, 1992). Este
comportamento também influencia o comportamento maternal futuro, pois filhotes
fémeas que receberam maior quantidade de lambidas ficardo mais tempo com os
filhotes quando forem mées (Francis et al, 2000).

Tanto o excesso como a auséncia de glicocorticoides circulantes sao
prejudiciais para o desenvolvimento do sistema nervoso central, sendo que uma
quantidade balanceada € necessaria para o desenvolvimento normal (Levine,
2001). A concentracédo de glicocorticoides é naturalmente baixa nos ratos até
aproximadamente 14 dias de vida. A presenca da mae tem grande influéncia nos
niveis desta substancia, pois apds 24 horas de auséncia da mae o rato neonatal
responde ao estresse com uma elevagao no ACTH e corticosteroide, entretanto se
colocado o filhote junto da mde mesmo anestesiada, esse efeito é revertido
(Levine, 1994). Em filhotes de 12 dias, ap6s 24 horas de privagdo maternal, o
ACTH e a corticosterona plasmatica foram significativamente mais altos
comparados aos filhotes que nao foram afastados da mae. Este efeito foi revertido
escovando-se a regido anogenital dos filhotes por alguns segundos,
periodicamente, durante este tempo de afastamento. Este procedimento faz com
que o nivel plasmatico de ACTH fique semelhante aqueles que nao sofreram
privacdo. Esta estimulagao tactil de escovacédo pelo experimentador mimetiza o
efeito do comportamento de lamber da mae (van Oers et al, 1998).

O processo normal de crescimento é alterado com a privagao maternal, pois
a restricdo dos estimulos tacteis ao filhotes causa uma queda da ODC em células
de varios tecidos, como ja foi citado, mas esta queda nao esta relacionada a falta
de amamentacg&o. Schanberg & Kuhn (1995) investigaram respostas bioquimicas
que os filhotes de ratos desenvolvem longe da mée. Os filhotes de fémeas
lactantes que foram anestesiadas por um composto que n&o impedia a producédo e

ejecao do leite mas impedia a resposta ativa da mae para com os filhotes (isto €,



lamber, recolher os filhotes) tinham menor atividade da ODC no encéfalo e no
coracao comparados aqueles que estavam com a mae ativa. A estimulagdo dos
filhotes pela mae, além da alimentagao, parece ser necessaria para manter normal
a atividade desta enzima. O GH também esta relacionado a auséncia de estimulo
tactil em filhotes, pois o nivel nos tecidos também decresce com a privagao
maternal. Os tecidos ndo respondem ao GH exdégeno durante o tempo em que a
mae esta longe do filhote. A interrupgdo do contato maternal € uma experiéncia
estressante que pode levar a supresséo do crescimento normal (Kuhn et al, 1978
e 1979, Schanberg, et al, 1984).

Hipotese

Sabemos que tanto a manipulagdo como a separacao dos filhotes causam
mudancgas enddcrinas, comportamentais e estruturais que persistem ao longo da
vida do animal. Estas alteragbes podem ser devidas a mudangas no
comportamento da mae para com os filhotes quando eles retornam ao ninho, pois
a mae é o primeiro contato do filhote com o ambiente. Sendo assim, o objetivo
deste trabalho foi estudar o comportamento maternal de ratas Wistar cujos filhotes

sao manipulados ou separados no periodo neonatal.



Objetivo

Objetivo geral

Este trabalho tem por objetivo observar se a manipulagdo neonatal e a
separacao maternal periddica dos filhotes causa alteracbes no comportamento

maternal da rata lactante frente a seus filhotes.

Objetivo especifico

Observar o comportamento da mae cujos filhotes sofreram manipulagéo por
1 minuto e separagao por 180 minutos e comparar com fémeas lactantes cujos
filhotes ndo foram perturbados. Os comportamentos de fémeas lactantes foram
analisados antes, imediatamente, 40 e 80 minutos apds o estresse (manipulagéo
Ou separagao).

O presente trabalho analisou o efeito imediato da manipulagao dos filhotes

ou da separacao materna sobre o comportamento da mae.



Material e métodos

Animais

Foram utilizadas ratas prenhas, primiparas, da variedade Wistar,
provenientes do biotério da Universidade do Rio Grande do Sul. Estas ratas foram
colocadas em caixas de acrilico transparentes (40 x 33 x 25 cm) com maravalha
servindo de substrato. Os animais foram mantidos em sala com temperatura
controlada de 21°C, ciclo claro-escuro 12-12 horas (inicio do ciclo claro as 6 h) e

agua e comida a vontade.

Grupos experimentais

Ao parirem (Dia 0), as ratas com suas ninhadas foram divididas em trés
grupos:

e Controle: durante os primeiros 10 dias, os filhotes ndo foram perturbados ou
tocados, com excegao de no dia 2, quando os filhotes foram reduzidos a 8,
sem tocar nos outros. No dia 6, a caixa foi limpa, retirando-se o substrato
sem tocar nos filhotes ou na mae.

e Manipulados: a partir do dia 1, os filhotes foram manipulados por 1 minuto
por dia até o dia 10. A manipulagdo consistia em retirar a mae da caixa
residéncia, coloca-la em uma caixa ao lado, e segurar os filhotes
gentilmente com a méo, todos eles juntos, por 1 minuto, depois devolvé-los
e a mae a caixa (Figura 2). O tempo total em que os filhotes ficavam
separados da méae foi aproximadamente 1,5 minutos. A limpeza da caixa

ocorreu no dia 6.



e Separados: a partir do dia 1 pos-parto, os filhotes foram separados da mae
por 180 minutos por dia até o dia 10. A separagdo consistia em retirar os
filhotes da caixa e coloca-los, agrupados, em uma incubadora a
aproximadamente 32°C por 180 minutos, depois devolvé-los ao ninho.

Os procedimentos de manipulacdo, separacdo, limpeza das caixas e
retirada dos filhotes excedentes a 8 foram executados durante o ciclo claro. A
manipulacdo e a separagdo ocorreram em horarios aleatérios. Em nenhum

momento os filhotes do grupo controle foram tocados pelo experimentador.

Seqiiéncia da filmagem do comportamento

Os comportamentos da rata lactante com sua ninhada foram registrados em
video no 1°, 5° e 10° dia péds-parto, durante o ciclo claro, tendo inicio
aproximadamente as 11:30 hs. A caixa residéncia foi levada para uma sala (Fig.3)
com temperatura de aproximadamente 21° C, onde ocorria a filmagem. Os
animais permaneciam na sala de registro por 20 minutos, para adaptagdo ao novo
ambiente. Apos este periodo, iniciava-se a primeira sessao de registro de 10
minutos (R1). Para o grupo controle, foram feitos 4 registros de 10 minutos (R1,
R2, R3 e R4) intercalados por intervalos de 30 minutos cada (Fig.1.a). O grupo
manipulado também teve 4 registros (R1, R2, R3 e R4) de 10 minutos cada,
intercaladas por 30 minutos, entretanto antes do segundo registro ocorria a
manipulagdo por 1 minuto (Fig.1.b). O grupo separado teve 4 registros de 10
minutos (R1, R2, R3 e R4), onde, logo a apds o primeiro (R1), ocorria a
separacao dos filhotes por 180 minutos, e a segundo registro (R2) iniciou assim

que os filhotes foram devolvidos a mae (Fig.1.c).



Comportamentos observados

Os comportamentos que ocorreram com maior frequéncia no projeto piloto
foram: o comportamento de lamber os filhotes, amamentagdo com o dorso
arqueado, ficar junto aos filhotes no ninho. Outros comportamentos foram
observados, mas nao foram incluidos na analise estatistica por ndao ocorrerem
com muita frequéncia, e/ou por ndao serem relacionados com os filhotes, como a
autolimpeza da mée e o recolhimento de um filhote que se afastou do ninho.

Lamber os filhotes inclui lamber o corpo e a regido anogenital dos filhotes. A
mae usa as patas dianteiras para virar o corpo do filhote, comegando a lamber a
regido perineal do filhote, que pode urinar em resposta. O comportamento de
lamber a regido anogenital ocupa mais tempo da mae do que lamber outras
regides do corpo (Moore, 1992).

Amamentagdo com o dorso arqueado (Fig. 4) ocorre em resposta ao
estimulo na regido ventral da mae pelos filhotes, a mae curva o dorso, ficando
com as pernas e cabega imoéveis, as costas podem estar levemente arqueadas.
Se houver um estimulo adicional dos filhotes, ja presos nos mamilos, a mée fica
com o dorso em um protuberante arco dorsal e as pernas rigidamente esticadas e
imoveis (Stern & Johnson, 1990).

Ficar com os filhotes no ninho (Fig.5) caracteriza-se pela presenca da mae
na regiao do ninho. Ela pode estar sobre os filhotes com o dorso arqueado ou néo,
pode estar deitada de lado com os filhotes presos aos mamilos, ou pode estar
sobre as duas patas traseiras se limpando, mas ao mesmo tempo esta em contato
com os filhotes.

Para os comportamentos descritos acima o parametro utilizado foi a
duragéo de cada comportamento, em cada registro de 10 minutos.

Recolhimento dos filhotes foi registrado sempre no décimo dia. Nos grupos
manipulado e separado, os filhotes foram devolvidos a caixa apds o estresse, mas
colocados no canto oposto ao ninho, e a laténcia que a mae levava para recolher

o primeiro e o oitavo filhote e devolvé-los ao ninho foi observada. No grupo



controle, apds todos os registros do décimo dia, os filhotes foram colocados juntos
no canto oposto ao ninho para observar a laténcia de recolhimento dos filhotes. A
mae explora um pouco a caixa, entdo se aproxima dos filhotes, cheira-os e entéo
recolhe-os com os incisivos, carregando-os de volta ao ninho. Algumas fémeas
nao recolhem os filhotes e outras ndo levam de volta ao ninho original, mas sim

para outro lado da caixa residéncia, construindo outro ninho.

Analise estatistica

Os parametros comportamentais foram expressos como média +tEPM (erro
padrdao da média) de cada registro (R1: primeiro registro; R2: segundo registro;
R3: terceiro registro; R4: quarto registro), foram comparados entre os trés grupos
através de uma ANOVA de uma via (seguida do teste de Newman-Keuls). Em

todos os casos o nivel de significancia estabelecido foi p< 0,05.



Sequéncia da filmagem

a. Grupo controle

20 min R1 30 min R2 30 min R3 30 min R4

b. Grupo manipulado

20 min R1 30 min R2 30 min R3 30 min R4

Manipulagéo

por 1 min

c. Grupo separado

20min  R1 R2 30 min R3 30 min R4

Separagéo

por 180 min

Figura 1. Sequéncia da filmagem nos trés grupos

R1: primeiro registro; R2: segundo registro; R3: terceiro registro; R4: quarto registro. Todos os
registros sdo de 10 minutos cada, intercalados por 30 minutos, com excec¢&o do grupo separado,
onde o intervalo entre R1 e R2 é de 180 minutos. Cada seqiiéncia de registro ocorreu, para cada

grupo, no primeiro, quinto e décimo dia pés-parto.















Resultados

Comportamento de lamber os filhotes

No primeiro dia pos-parto (Figura 6.a) antes da manipulagéo e separacédo a
duragdo do comportamento de lamber nos trés grupos ndo apresentou diferencga
no primeiro registro (R1), [F(43=0,02, p=0,97]. No segundo registro (R2),
observou-se que no grupo separado, apos a devolugao dos filhotes, a mae passa
uma grande parte do tempo lambendo-os, mas o grupo manipulado n&o
apresentou diferengas [F 2 42)= 6,37, p=0,003; teste de Newman-Keuls comparando
grupo controle x manipulado p=0,9, grupo controle x separado p=0,004]. Nos
registros seguintes (R3 e R4), a duragdao deste comportamento ndo apresentou
diferengas entre os grupos [F243)=0,22, p=0,79] e [F(243=0,17, p=0,83].

No quinto dia pos-parto (Fig. 6.b), houve uma tendéncia do grupo
manipulado lamber mais os filhotes no R1, entretanto, ndo foi estatisticamente
diferente do grupo controle [F(245=3,96, p=0,02; teste de Newman-Keuls
comparando grupo controle x manipulado p=0,19, controle x separado p=0,12,
manipulado x separado p=0,01]. No R2, apds o retorno dos filhotes, observou-se
que nos grupos manipulado e separado a mae lambe mais os filhotes
comparados ao grupo controle [Fp45=7,22 p=0,001; teste de Newman-Keuls
comparando controle x manipulado p=0,04, controle x separados p=0,001,
manipulados x separados p=0,11]. No R3 este comportamento ndo apresentou
diferengas nos trés grupos [F(45=1,67, p=0,19] e manteve-se igual ao grupo
controle até o R4 [F(2.45=0,66, p=0,5].

No décimo dia (Fig. 6.c), nao ha diferencas significativas na duragao deste
comportamento nos trés grupos no R1 [F(44=0,27, p=0,76]. No R2, os grupos
experimentais apresentaram um aumento da duragdo deste comportamento em

relacdo ao grupo controle [F244=12,32, p=0,00005; teste de Newman-Keuls



comparando controle x manipulados p=0,09, controle x separados p=0,0001,
manipulados x separados p=0,002] neste registro observou-se que a mae no
grupo separado mostrou maior duragdo do comportamento de lamber os filhotes
que no grupo manipulado. O R3 e o R4 nos grupos experimentais mantiveram-se

estatisticamente iguais ao controle [F(244)=0,38, p=0,6 e F243=0,43, p=0,6].

Comportamento de ficar junto aos filhotes no ninho

No primeiro dia pds-parto (FIG 8.a), o tempo em que a mae permanece no
ninho, em contato com os filhotes € igual nos 3 grupos no R1 [F(2,43)=2,6, p=0,08].
No R2, este comportamento diminuiu somente no grupo manipulado [F242=8,80,
p=0,0006; teste de Newman-Keuls comparando controle x manipulado p=0,0007].
A partir do R3 este comportamento néo é significativamente diferente entre os 3
grupos [F(243=1,03, p=0,36] e permanece no R4 [F42=1,47, p=0,23].

No quinto dia (Fig. 8.b), o R1 ndo mostra diferenga entre os grupos
[F2.45=0,07, p=0,93], no R2 observou-se que a m&e nos grupos manipulado fica
menos tempo no ninho apdés a manipulagdo [F(242=8,80, p=0,0005; teste de
Newman-Keuls comparando controle x manipulados p=0,0007]. No R3 a duracéao
deste comportamento no grupo manipulado aumenta e volta a ser semelhante nos
3 grupos e permanece até o R4 [F(2,.45=0,67, p=0,5 e F(245=2,20, p=0,12].

No décimo dia (Fig.8.c), nos trés grupos o R1 ndo apresentou diferenga na
duracdo deste comportamento [F (2 44)=0,58, p=0,5] mas no R2, a mée dos filhotes
manipulados fica menos tempo no ninho apdés a manipulagéo [F(244)=8,10,
p=0,001; teste de Newman-Keuls comparando controle x manipulado p=0,002]. No
R3 n&o ha diferenga significativa entre os grupos, pois 0 comportamento mantém-
se baixo nos trés grupos [F(244=0,43, p=0,6] mas no R4 este comportamento
continua baixo no grupo manipulado [F(243)=2,49, p=0,09; teste de Newman-Keuls
comparando controle x manipulados p=0,12], enquanto no grupo controle e
separado ele tende a aumentar. Observou-se no grupo manipulado, que apés o

retorno dos filhotes, nos trés dias de registro, a primeira resposta da méae foi



explorar o ambiente, apos ter recolhido os filhotes. No grupo separado, apds o
recolhimento dos filhotes a mae nao se afasta dos mesmos, isto &, durante todos
os registros esta mae apresenta duragdo do comportamento de ficar junto aos

filhotes muito semelhante ao grupo controle.

Amamentagdo com o dorso arqueado

No primeiro dia (Fig 7.a) este comportamento apresentou diferengas no
grupo manipulado, no R1 [Fp40=4,31, p=0,02; teste de Newman-Keuls
comparando controle x manipulado p=0,02, controle x separado p=0,6], e apds o
retorno dos filhotes a caixa, no R2 [F40=11,32, p=0,0001; teste de Newman-
Keuls comparando controle x manipulado p=0,0002, controle x separado p=0,18].
No R3 este comportamento se manteve semelhante nos trés grupos [F(240=0,01,
p=0,98] assim como no R4 [F(240)=0,92, p=0,4].

No quinto dia (Fig.7.b), no R1 ndo ha diferenga na duracdo deste
comportamento nos trés grupos [F(242=0,8, p=0,45]. Para os dois grupos
experimentais houve uma redugéo significativa da duragdo da amamentagdo com
dorso arqueado apos a manipulagdo e separagéo [F(242=6,79, p=0,002; teste de
Newman-Keuls comparando controle x manipulado p=0,02, controle x separado
p=0,01], mas o R3 e o R4 ndo apresentou diferengas [F42=0,24, p=0,78 e
F(2.42=0,71, p=0,5].

No décimo dia (Fig.7.c) a duragdo deste comportamento no R1 nao
apresentou diferencas nos grupos [Fi241=2,73, p=0,07], no R2 [F41=1,83,
p=0,17], R3 [F(241)=0,28, p=0,7] e R4 [F(2.40)=2,14, p=0,13]. Este comportamento
tendeu a manter-se baixo no grupo manipulado neste dia, embora nao fosse

estatisticamente significativo.



Recolhimento

A laténcia do recolhimento do primeiro [F(232=0,33, p=0,72] e do oitavo
filhote  [F(232=0,004, p=0,99] no deécimo dia n&o apresentou diferencas
significativas entre os grupos experimentais em relagdo ao controle (Fig. 9. a .e
b.). A primeira resposta da mae apds o retorno dos filhotes foi de recolhé-los e
devolvé-los ao ninho original, para depois assumir outro comportamento, como o
de lamber ou assumir a postura cifética de amamentagdo, ou mesmo explorar a

caixa.
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Figura 6. Comportamento maternal de ratas com filhotes submetidos & manipulagéo ou
separagao desde o primeiro dia pds parto. Duracéo (s) do comportamento de lamber os filhotes.

* p< 0,05 (Anova/Neuman-Keuls) comparados ao grupo controle no mesmo registro
R1= primeiro registro (10 minutos);R2=segundo registro(10 min);R3=terceiro registro (10 min);
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por 180 minutos).
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Figura 7. Comportamento maternal de ratas com filhotes submetidos a manipulagédo ou
separagao desde o primeiro dia pos parto. Duragéo (s) do comportamento de amamentagéo
com o dorso arqueado.

* p< 0,05 (Anova/Neuman-Keuls) comparados ao grupo controle no mesmo registro

R1= primeiro registro (10 minutos);R2=segundo registro(10 min);R3=terceiro registro (10 min);
R4=quarto registro (10 min).O intervalo entre os registros foi de 30 min, com excegéo de R1
para R2 no grupo separado, que foi de 180 min. E: estresse ( manipulagao por 1 minuto ou
separagao da mae por 180 minutos).
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Figura 9. Comportamento maternal em ratas. Laténcia do recolhimento do primeiro
e do ultimo filhote no décimo dia pds-parto.

a. Laténcia do recolhimento do primeiro filhote no décimo dia pés-parto.

b. Laténcia do recolhimento do oitavo filhote no décimo dia pds-parto.



Discussao

A relagao entre o desenvolvimento e o comportamento maternal

Trabalhos prévios (Caldji et al, 1998, Francis et al, 1999b, Liu et al, 1997)
observaram que ha diferengas individuais significativas em ratas lactantes quanto
a frequéncia do comportamento de lamber os filhotes e de amamentagdo com o
dorso arqueado nos primeiros dez dias apos o parto. Ha mées que sem nenhum
estimulo, lambem mais e amamentam mais seus filhotes. Os filhotes que
receberam cuidados destas maes apresentaram, quando adultos, uma maior
sinaptogénese hipocampal e melhor desempenho em atividades de aprendizado
(Liu et al, 2000). Ja filhotes de maes com baixa freqléncia de lamber e amamentar
os filhotes, ao serem criados por maes com alta frequéncia destes
comportamentos, tiveram o mesmo desempenho que os filhotes bioldgicos destas
maes (Francis et al, 1999b). A mae desempenha um importante papel no
desenvolvimento das respostas adaptativas ao estresse. Os filhotes que recebem
maior quantidade de cuidado maternal apresentam resposta reduzida de
corticosterona quando adultos, se submetidos a estresse (Anisman et al, 1998).
Também apresentam maior atividade no campo aberto e menor laténcia para
iniciar a comer em um novo ambiente (Caldji et al, 1998). A duragdo do
comportamento de lamber foi relacionada a resposta do eixo HPA dos filhotes ao
estresse por Francis et al, 1999a.

O estimulo tactil € muito importante para o desenvolvimento normal na
maioria dos mamiferos. Nos ratos, o principal estimulo tactil nos filhotes é o
comportamento de lamber o corpo e a regido anogenital destes. Este
comportamento, descrito como tdo importante quanto a amamentacio, determina
sistemas neurais e altera a plasticidade do sistema nervoso. Este comportamento
pode reverter a secrecdo de ACTH induzida por estresse em filhotes que ficaram

24 horas afastados do contato maternal (Van Oers et al, 1998).



A mae esta envolvida em varias respostas fisioldgicas dos filhotes, entre
elas regular a freqtiéncia cardiaca, o ritmo circadiano e a produg¢ao do GH (Levine,
2001, Kuhn et al, 1978). A diminuicdo dos niveis da ornitina decarboxilase em
células de 6rgaos como o cérebro e o figado nos ratos em desenvolvimento esta
diretamente associada a remog¢ao do comportamento maternal ativo (Kuhn et al,
1978)

Comportamento maternal do grupo manipulado

Varios autores (Francis et al, 1999a, Liu et al, 1997) observaram que a
manipulag&o dos filhotes por 15 minutos por dia nos primeiros dias de vida induz
a uma mudanca comportamental na mae. Ela tem um aumento da frequéncia
comportamento de lamber os filhotes e da amamentacdo com o dorso arqueado,
sem alterar o tempo em que fica no ninho, comparado com o grupo nao-
manipulado. Os resultados do presente trabalho confirmam o aumento do
comportamento de lamber os filhotes no quinto e décimo dia p6s-parto logo apos o
retorno destes ao ninho, no entanto este aumento parece ser transitério, pois nos
registros seguintes eles voltaram a ser semelhantes ao controle. Além disto, tanto
no quinto como no décimo dia ndo se observaram diferengas nos registros
anteriores a manipulagdo, mostrando que aparentemente esta estimulagao por 1
minuto ndo induziu a uma alteracdo constante deste comportamento da méae.

Varios trabalhos tém mostrado uma importante relagao entre os efeitos da
manipulacdo neonatal e o comportamento maternal na inducdo de alteragdes
comportamentais nos adultos. Ratos manipulados nos primeiros dias de vida,
quando adultos, apresentam comportamentos semelhantes aqueles de filhotes
que foram criados por maes com alta frequéncia do comportamento de lamber e
amamentar os filhotes com a postura arqueada (Cald;ji et al, 1998). Para um filhote
de rato, os primeiros dias de vida ndo apresentam uma grande variedade de

estimulos, e estes estimulos vém da mae e do resto da ninhada, entido parecem



ser consistentes os dados em que uma alteracdo no comportamento da méae
possa ter um impacto decisivo no desenvolvimento (Francis & Meaney, 1999).
Esses achados apoiam a idéia que a mae € uma mediadora da manipulacao
neonatal. A manipulacao dos filhotes alteraria o comportamento maternal que por
sua vez alteraria o desenvolvimento do filhote. A alteracido do cuidado maternal
pode ter influenciado o desenvolvimento de sistema neurais relacionados ao
medo. A maior frequéncia dos comportamentos de lamber os filhotes e da
amamentacao com o dorso arqueado esta relacionada ao aumento da densidade
de receptores benzodiazepinicos na amigdala e no locus coeruleus em ratos
adultos, podendo ser esta a razdo da diminuicdo do medo em ambientes novos
(Caldji et al, 1998). A plasticidade dos sistemas neurais envolvidos nas respostas
ao medo pode ser um reagao adaptativa aos desafios ambientais.

A manipulacdo, mesmo ndo sendo um estresse muito intenso e nao
podendo ser considerada uma privagdo maternal ja que a mae normalmente
passa até 25 minutos em intervalos fora do contato com os filhotes nos primeiros
dias pds-parto, aumenta as vocalizagdes dos filhotes, pois € uma interferéncia na
relacdo normal mae-filhote. Este aumento nas vocalizacbes pode estar

relacionado ao aumento da resposta maternal (Caldji et al, 1998).

Comportamento maternal no grupo separado

Como citado anteriormente, a separacao prolongada dos filhotes leva a
efeitos comportamentais e neuroenddcrinas distintos daqueles da manipulagédo na
vida adulta, como mais medo e maior secrecido de corticosterdides frente a
ambientes novos (Biagini et al, 1998, Francis & Meaney, 1999).

Nossos resultados demonstraram que no grupo separado, a primeira
resposta da mae apos os filhotes retornarem a caixa residéncia € lambé-los. Este
comportamento pode ser observado desde o primeiro dia pds-parto e parece ser

muito acentuado, mais do que no grupo manipulado, principalmente no décimo



dia, onde a diferenga entre eles foi significativa. Este comportamento pode indicar
uma resposta da mae ao longo tempo em que os filhotes ficaram sem contato
maternal, entretanto este aumento abrupto do comportamento de lamber parece
ser transitorio, como pdde ser observado nos nossos resultados, pois nos registros
subsequentes ao retorno dos filhotes, o comportamento tendeu a voltar a niveis
semelhantes ao controle. Caldji et al (2000) observaram que a privagao dos
filhotes ndo induz a um aumento da resposta maternal, pelo contrario, a mée dos
filnotes separados tem uma diminuicdo da frequéncia do comportamento de
lamber e de amamentagao com a postura arqueada. Os resultados do presente
trabalho mostraram um aumento da duragdo do comportamento de lamber os
filhotes logo apds o retorno destes para a caixa e nao altera o tempo em que a
mae permanece na postura arqueada. Nossos resultados vao de encontro aos
resultados de Caldji et al (2000), apesar de terem sido observados as mesmas
variaveis, o parametro de observagdo comportamental usado no trabalho citado foi
a freqliéncia destes comportamentos e nao a duracéo, o que poderia explicar em
parte, as diferencas entre os nossos resultados e os dados da literatura.

Liu et al (1997) e Caldji et al (1998) fizeram observagdes a cada 4 minutos
durante 6 horas durante o periodo claro, e duas horas durante o periodo escuro,
observando a frequéncia em que a mae apresenta o comportamento de lamber e
da amamentagdo com o dorso arqueado. Ja nossos objetivos foram observar a
resposta imediata da méae, utilizando a duracdo do comportamento maternal
dentro de um determinado periodo de tempo, antes e apés a manipulagédo ou
separacao dos filhotes e nado a frequéncia. Os protocolos usados podem explicar
os conflitos nos resultados deste trabalho em relagdo aos dados de Liu et al
(1997) e Caldji et al (1998), como por exemplo, a diminuicdo do comportamento de
dorso arqueado no grupo manipulado e o aumento do comportamento de lamber
no grupo separado apoés o retorno dos filhotes.

O aumento do comportamento de lamber observado na mae apds o periodo
de privacdo por 3 horas pode ser, em parte, devido ao papel que os filhotes tem
para induzir o aumento da resposta maternal. Neste sentido, Polan e Hofer (1999)

demonstraram que a privagdo da mae por algumas horas aumenta as atividades



dos filhotes direcionados a mae, como se arrastar em direcao a ela e pressionar o
focinho na regidao ventral, assim como as vocalizagbes. Brake e Hofer (1980)
também demonstraram que apdés a privagédo maternal os filhotes sugam com mais
frequéncia e intensidade as mamas, mesmo que apos 6 horas de privacdo seus
intestinos nao estejam vazios (Kacsoh et al, 1990).

Em organismos adultos, os glicocorticdides tem uma ampla variedade de
funcdes regulatodrias, entre elas, a resposta do organismo ao estresse. Entretanto
nos primeiros dias pos-parto, a concentragao de corticosterona nos filhotes fica em
niveis baixos até aproximadamente o 14° dia de vida (Levine, 2001). Durante o
desenvolvimento ou mesmo na vida adulta, a administragdo de glicocorticéides
tem efeitos irreversiveis, podendo causar danos sobre o SNC, como a perda de
neurénios hipocampais (Bohn, 1980, Sapolsky et al, 1985). Apds 24 horas de
privagdo do contato maternal, a corticosterona basal esta elevada nos filhotes,
esta elevacdo pode ser revertida escovando-os na regido anogenital e
alimentando-os (apenas alimentar os filhotes nao reverte esta elevagao hormonal)
(van Oers et al, 1998). A auséncia da mae leva os filhotes que normalmente estao
em um periodo de baixa sensibilidade do eixo HPA ao estresse a se tornarem
mais responsivos ao estresse (Levine, 2001). Walker et al (1991) demonstraram
que o periodo hiporresponsivo ao estresse nao é absoluto e sim dependente do
estimulo usado e de qual componente é medido (Walker et al 1991, van Oers et al,
1998), além disto, filhotes que permanecem junto da mé&e apresentam pouca ou
nenhuma alteragdo enddcrina em resposta ao estresse (van Oers et al, 1998).

Suchecki et al (1993) também demonstraram que a privacdo maternal é
relevante nas respostas ao estresse em filhotes. Apés 24 horas de privagao
maternal os filhotes de 9 e 11 dias respondem com uma elevacao
significativamente maior do ACTH em comparagdo aos filhotes que
permaneceram junto da mae. Estes resultados mostraram que os filhotes s&o
capazes de desenvolver uma resposta hormonal a estressores leves, como
injegao de salina, somente se ndo estiverem em contato com a mée.

Experimentos relacionados ao GH sérico em ratos de 2 e de 8 dias de vida,

demonstraram que interagdes entre a mée e o filhote sdo necessarias para manter



altos os niveis deste horménio, e que os filhotes sdo capazes de distinguir entre a
estimulacao maternal e a estimulacao artificial (escovar gentiimente o filhote, pelo
experimentador) e que a concentragdo normal de GH sérico deve-se ao contato
ativo da mae, mesmo que ela esteja impossibilitada de amamentar por ligagao das
mamas (Kacsoh et al, 1998). Rosenfeld et al (1992) constataram que filhotes de
ratos com 12 dias de idade separados por 8 horas apresentaram um aumento da
corticosterona plasmatica apos o estresse por novidade e por injegao salina.
Walker et al (1991) demonstraram que filhotes de 1, 5 e 10 dias sdo capazes de
responder a alguns estressores com um aumento da corticosterona plasmatica.
De acordo com o objetivo deste trabalho, que foi de investigar o papel da
resposta maternal sobre as alteragdes fisiolégicas e comportamentais da
manipulacdo e da separagao maternal, constatou-se que a mae tem uma resposta
inicial quando ocorre o retorno dos filhotes e que esta resposta ndo aparenta ser
duradoura. Ap6és um certo periodo, que foi medido em registros intercalados por
30 minutos, a resposta inicial da lactante, que tanto na manipulagdo como na
separacao € o aumento do comportamento de lamber, tendeu a diminuir e voltar a
valores nao diferentes do grupo controle. O aumento do comportamento de lamber
os filhotes apds uma separacao por 3 horas pode ser uma resposta compensatoria
da mae. A fungao deste comportamento parece ser seletivo para inibir reagdes de
estresse dos filhotes, que se nido fossem privados da mé&e n&o apresentariam
resposta hormonal apds um estimulo estressante, como foi constatado em varios
trabalhos (van Oers et al, 1998, Kuhn et al, 1978, 1979, Schanberg & Kuhn, 1984).
A presenca da mae é necessaria para suprimir a resposta do eixo HPA nos
filnotes submetidos ao estresse, pois durante o periodo hiporresponsivo ao
estresse a separagdo maternal prolongada resulta em uma desinibicdo do padrao
normal do eixo HPA, que caracteriza o rato recém-nascido (Levine, 2001). O
aumento do comportamento de lamber também pode ocorrer para impedir que 0s
filhotes fiquem com niveis abaixo do normal de alguns hormdnios, como o GH.
Nossos resultados demonstraram que os comportamentos das maes dos
filhotes manipulados e separados nao sao diferentes entre si, mas somente

diferem em relagao ao controle. Esses dados podem por em duvida as afirmagoes



de que as alteragdbes comportamentais e neuroenddcrinas dos animais
manipulados e separados sejam devidas apenas as mudangas da resposta
maternal apds o retorno dos filhotes ao ninho.

Considerando que os efeitos comportamentais e neuroendécrinos de ratos
manipulados no periodo neonatal seriam de fato decorrentes da alteragdo do
comportamento maternal induzida por aquela intervencdo do experimentador &
dificil explicar porque as alteragcdes desenvolvidas pela separagao sao diferentes
daqueles da manipulacdo se a reacdo da mae a ambos os procedimentos é a
mesma. Podemos sugerir que no caso da manipulagao o comportamento da mae
sobrepassa o efeito da manipulagdo em si. No caso da separagdo a mae também
atua no sentido de reverter o efeito da privagdo dos filhotes, no entanto, o
resultado observado na vida adulta decorre essencialmente do efeito deletério da
separacao, que o aumento do comportamento da mae nao foi capaz de reverter.

A manipulacdo, a interacdo mae-filhote, a interacido filhote-filhote e as
variacbes no ambiente fisico do ninho contribuem conjuntamente para que estes

animais apresentem as diferencas comportamentais quando adultos.



Conclusoes

Nossos resultados indicam:

¢ Que a manipulagao dos filhotes pode aumentar o comportamento de lamber os
filhotes, mas reduz a permanéncia da mae no ninho e o tempo de

amamentacado com o dorso arqueado.

e Que a separacao dos filhotes por 180 minutos € um potente eliciador do
comportamento maternal desde o primeiro dia, aumentando a duracdo do
comportamento de lamber, sem afetar o tempo de permanéncia com os

filhotes.

e Que estas alteragbes comportamentais da mde num periodo de 90 minutos,
apdés a manipulagdo ou separagao, sao transitérias, voltando ao normal apos

um certo periodo de tempo, no mesmo dia.

¢ Que tanto como a manipulacido, quanto a separagcao fazem com que a mae

tenha a mesma resposta com os filhotes apds o retorno destes a caixa.

e A méae pode ter um papel decisivo nos efeitos da manipulagdo neonatal, no
entanto, no caso da separacdo maternal, o tempo em que o filhote permanece
privado do contato da mae também é importante para as respostas ao estresse

quando adultos.
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Figura 2. Procedimento de manipulag&o por 1 minuto. A mae encontra-se na
caixa ao lado. Este procedimento foi aplicado durante os primeiros 10 dias pés-
parto nos filhotes do grupo manipulado.



Figura 3. Sala de filmagem.
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Figura 4. Mde amamentando os filhotes com a postura de dorso arqueado.



Figura 5. Mae junto aos filhotes no ninho, sem apresentar a postura de
amamentacado com o dorso arqueado.
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