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RESUMO

O comportamento materno (CM) é crucial para o desenvolvimento adequado dos
filhotes, e alteracOes neste tipo de comportamento podem ocasionar mudancas
comportamentais dos filhotes quando adultos. Assim, o objetivo deste trabalho foi
avaliar o efeito da restricdo proteica durante a gestacdo sobre o CM e suas
consequéncias nos filhotes. Para isto, ratas Wistar foram tratadas com a dieta
restrita em proteinas (6%) do dia 0 ao 15° dia de gestacao (DG). Apés 0 nascimento
dos filhotes, o CM foi registrado diariamente do 2° ao 8° dia de lactacdo (DL), além
disso foi realizada a andalise do CM ap0s separacdo maternal, no 9° DL. Essas
mesmas andlises do CM também foram realizadas nos grupos cross-fostering —
maes adotivas tratadas com a dieta hipoproteica cuidando de filhotes cujas méaes
receberam a dieta normoproteica (22% de proteinas) e maes adotivas que
receberam a dieta normoproteica cuidando de filhotes cujas maes receberam a dieta
restrita em proteinas no periodo gestacional. Além disso, foram realizados testes
comportamentais de campo aberto e labirinto em cruz elevado (LCE) nas maes dos
grupos com ou sem a realizacdo do cross-fostering. As proles provenientes do CM
também foram utilizadas quando adultas para analise comportamental nos testes de
campo aberto e labirinto em T elevado (LTE) em duas condi¢des, submetidos ou ndo
ao estresse de contencdo. Adicionalmente, os filhotes adultos também foram
avaliados quanto as respostas autondmicas antes, durante e apds exposicdo ao
estresse de contencdo. Os resultados demonstram que filhotes de maes
hipoproteicas quando cuidados por suas maes hipoproteicas apresentam um
comportamento preditivo de reducdo da ansiedade durante a vida adulta mesmo
apos a situacdo de estresse. Isso pode ser devido essas maes serem mais
motivadas a construir o ninho, além de que esses filhotes devido a restricao proteica
intrauterina, demonstraram hiporresponsividade quando expostos a situacgoes
adversas na vida adulta. Além disso, ap0s o cross-fostering houve alteracbes no
comportamento e também nos filhotes machos quando adultos, alterando assim as
respostas comportamentais e autondmicas de filhotes de maes hipoproteicas

cuidados por maes normoproteicas.



Palavras-chave: Comportamento materno. Dieta hipoproteica. Filhotes adultos.
Respostas ao estresse.



ABSTRACT

The maternal behavior (MB) is crucial for the appropriate development of the
offspring, and alterations in this kind of behavior may lead to behavioral changes in
the offspring as adults. Therefore, the objective of this study was to evaluate the
effect of protein restriction during pregnancy on MB and its consequences in pups.
For this purpose, Wistar rats were treated with protein restricted diet (6%) from day O
to 15" of pregnancy (DP). After the birth of the pups, the MB was recorded daily from
the 2 to 8" day of lactation (DL); furthermore, the MB analysis after maternal
separation was performed, on the 9" DL. These same MB analyzes were also held in
cross-fostering groups — adoptive mothers treated with hypoproteic diet caring for
pups whose mothers received normal protein diet (22% protein), and adoptive
mothers who received normal protein diet caring for pups whose mothers received
restricted protein diet during pregnancy. In addition, behavioral tests of open field and
elevated plus-maze (EPM) were performed on the mothers of the groups with or
without cross-fostering. The offspring from the MB were also used as adults for
behavioral analysis of open field and elevated T-maze (ETM) tests in two conditions,
submitted or not to restraint stress. Additionally, the adult pups were also evaluated
as for the autonomic responses before, during and after exposure to restraint stress.
The results show that pups of hypoproteic mothers, when maintained by their
hypoproteic mothers, present a predictive behavior of anxiety reduction during
adulthood, even after the stress. This may be due these mothers are more motivated
to build the nest, and that these puppies, due intrauterine protein restriction,
demonstrated hyporesponsiveness when exposed to adverse situations in adult life.
In addition, after cross-fostering, there were alterations in behavior as well as in male
offspring as adults, thus changing behavioral and autonomic responses of pups of

hypoproteic mothers maintained by normoproteic mothers.

Keywords: Adult pups. Hypoproteic diet. Maternal behavior. Response to stress.
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1 INTRODUCAO

Em periodos finais da gestacdo, o organismo materno passa por diversas
modificacdes fisiolégicas, como uma diminuicdo dos niveis de progesterona e um
aumento dos niveis de estradiol e prolactina (NUMAN; INSEL, 2003). Estes ultimos
atuam em regibes cerebrais como a area pré-optica medial (APOM) e a porcao
ventral do nucleo intersticial da estria terminal dando assim inicio ao comportamento
materno (CM), (SHEEHAN et al., 2001). O comportamento materno é definido como
0 conjunto de cuidados que as maes realizam em torno dos filhotes imaturos até que
estes se tornem independentes e sejam capazes de sobreviver por si s6 (MANN,
2006).

Ao nascerem, os filhotes de ratas sdo incapazes de se locomover e de
regular sua prépria temperatura, desprovidos de pelos, cegos e surdos, sendo
assim, totalmente dependentes dos cuidados maternos (GROTA; ADER, 1969;
GUBERNICK; KLOPFER, 1981).

Os principais cuidados diretamente relacionados aos filhotes incluem: (1)
Amamentacdo, em que as ratas lactantes permanecem sobre os filhotes em uma
postura denominada cifose, que se caracteriza pela coluna arqueada da rata,
facilitando a amamentacao da prole; (2) As lambidas, que tem por funcdo estimular a
defecacédo e a secrecado urinaria dos filhotes; (3) A constru¢cdo do ninho, que visa a
protecdo e a manutencdo da temperatura corporal na auséncia da mae; (4)
recolhimento dos filhotes, onde a méae carrega seu filhote pela boca movendo-os de
um local a outro no ninho, ou para transporta-los para um novo ninho (NUMAN;
INSEL, 2003; NUMAN; STOLZENBERG, 2009).

Além destes comportamentos diretamente relacionado aos filhotes, as
ratas lactantes também exibem comportamento tipo ansiolitico e comportamento
agressivo que também fazem parte do repertério comportamental materno e
contribuem para a sobrevivéncia da mde e da prole (FERREIRA et al., 2002;
HUNTINGFORD, 1989; MANN, 2006;).

Estudos descrevem que o CM pode sofrer influéncia de drogas, estresse
e até mesmo de dietas, incluindo a restricdo proteica, e alterar os padrbes normais

da relacdo mée-filhote, prejudicando o comportamento futuro dos filhotes (BOSCH et
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al., 2007; BELLUSCIO et al., 2014; COSTA; VILELA; GIUSTI-PAIVA, 2013;
CONNOR et al., 2012; MASSARO; LEVITSKY; BARNES, 1974)

Sabe-se que o comportamento dos filhotes na vida adulta pode sofrer a
influéncia do CM. Entretanto, outro fator envolvido nas alteragbes comportamentais
da prole adulta esté relacionado com as altera¢cdes morfolégicas e neuroquimicas no
sistema nervoso central da prole (SNC) decorrentes de alteragdes nutricionais
durante a gestacdo, que também resultariam em prejuizos nas respostas
comportamentais (MORGANE et al., 1993).

Sendo assim, o comportamento dos filhotes na vida adulta pode estar sob
a influéncia de duas varidveis: 1) CM no periodo neonatal, e 2) Alteracdes
nutricionais durante a gestacéo. Portanto torna-se necessario maiores investigacoes
para elucidar qual seria a variavel envolvida nas alteragcbes comportamentais da
prole adulta. Para responder essa questao, a literatura descreve a técnica de cross-
fostering, que consiste na adocdo cruzada dos filhotes (MOORE; POWER,1986).
Deste modo, o presente estudo empregou esta técnica para avaliar qual seria o
possivel desencadeador das alterac6es dos filhotes na vida adulta.

Outra importante questdo levantada neste estudo, e que até o presente
momento ndo foi abordada na literatura, € de como estes filhotes provindos de mées
com restricdo proteica gestacional e com alteracdes no CM respondem aos testes
comportamentais preditivos de medo e ansiedade quando submetidos ou ndo ao
estresse. Além disso ndo € descrito possiveis variacdes nas respostas autonémicas

desses filhotes antes, durante e apos o estresse.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A presente revisdo bilbliografica traz conhecimentos sobre o
comportamento materno, bem como as modificacbes na relagdo méae-filhote, a
importancia das proteinas na gestacdo, as consequéncias da restricdo proteica
intrauterina e como sua restricdo durante a gestacdo pode interferir no

comportamento da prole adulta.

2.1 COMPORTAMENTO MATERNO

Pouco antes ou logo ap6s o parto, o organismo materno sofre diversas
modificacdes fisiolégicas que resultam em um comportamento complexo,
espontaneo e instintivo chamado de comportamento materno (MATTSON et al.,
2001; NUMAN, 1994). Estas alteracdes fisiol6gicas que ocorrem no organismo
materno nos periodos finais da gestacéo estéo relacionadas a um declinio dos niveis
de progesterona e ao aumento da concentracdo de estradiol e prolactina e sao
responsaveis pela responsividade aos filhotes durante o periodo pré-natal (NUMAN;
INSEL, 2003). Uma possibilidade da atuacdo destes hormoénios é a de que estes
exerceriam suas atividades em areas do cérebro tais como a area pré-6ptica medial
(MPOA) e a porcgéo ventral do nudcleo intersticial da estria terminal dando inicio ao
CM (SHEEHAN et al., 2001).

O CM é definido como um conjunto de cuidados que as méaes realizam
para garantir a sobrevivéncia da prole (MANN, 2006). Em roedores, o CM pode ser
observado com mais intensidade durante as duas primeiras semanas ap6s o parto,
declinando posteriormente, até que os filhotes crescam e se tornem independentes e
capazes de se auto proverem de comida e de regular a sua temperatura. Neste
momento, a mée se torna também menos responsiva em relacdo as primeiras
demandas da prole (NUMAN, 1994).

Mesmo antes do nascimento de sua prole, as ratas gestantes iniciam uma
série de mudancas comportamentais, que incluem mudangas no seu padrdo de

limpeza, passando mais tempo lambendo a regido mamaria para que ocorra o
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estimulo da ejecao de leite e iniciam a construgcéo do ninho para o recolhimento dos
filhotes. Os cuidados maternos se expressam desde a preparacdo da méae para o
nascimento da prole e se mantém por todo o periodo de lactacdo. Ao nascerem, 0s
filhotes de ratas sdo totalmente dependentes dos cuidados maternais, pois s&o
parcialmente imoveis, desprovidos de pelos, surdos, cegos, incapazes de se
locomover e de regular sua temperatura (GROTA; ADER, 1969; GUBERNICK;
KLOPFER, 1981).

Os principais cuidados diretamente relacionados aos filhotes incluem: (1)
Amamentagdo, em que as ratas lactantes permanecem sobre os filhotes em uma
postura denominada cifose, que se caracteriza pela coluna arqueada da rata,
facilitando a amamentacao da prole; (2) As lambidas, que tem por funcéo estimular a
defecacédo e a secrecado urinaria dos filhotes; (3) A constru¢cdo do ninho, que visa a
protecdo e a manutencdo da temperatura corporal na auséncia da mae; (4)
recolhimento dos filhotes, onde a mée carrega seu filhote pela boca movendo-os de
um local a outro no ninho, ou para transporta-los para um novo ninho (NUMAN;
INSEL, 2003; NUMAN; STOLZENBERG, 2009). A figura (figural) abaixo demonstra

alguns comportamentos maternais.

——

N
i, N
—=

Figura 1 — Representacdo de parametros maternais.
Fonte: NUMAN, 1994.
Nota: (A) Cifose, (B) Agrupamento de filhotes, (C) Sobre os filhotes.

Além destas alteracbes, as ratas lactantes também exibem um

comportamento indireto agressivo contra um intruso, sendo que a agressao maternal
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tem a finalidade de defesa da ninhada, consistindo em comportamentos especificos
exibidos pela m&e em relagéo a um intruso (MANN, 2006; HUNTINGFORD, 1989).

O comportamento agressivo tem sido correlacionado também com a
diminuicdo do comportamento tipo ansioso que € denominado de ansiolise maternal
(FERREIRA et al, 2002). A ansidlise maternal faz parte do repertério
comportamental materno e certamente é resultado de uma adaptacdo do sistema
nervoso central que é necessaria para a sobrevivéncia da prole.

A responsividade reduzida a ansiedade observada durante a lactacao
pode ser explicada, pelo menos em parte, por um aumento da secrecao de ocitocina
e prolactina jA que ambos possuem propriedades ansioliticas. Estudos
demonstraram que altos niveis de ocitocina e prolactina diminuem a responsividade
emocional observada na lactacdo, evidenciando que alteracdes nos niveis desses
horménios podem levar a modificagbes no comportamento materno (FLEMING;
ROSENBLATT, 1974; FLEMING; WALSH, 1994; NUMAM, 1994; NEUMANN, 2008).

O comportamento diretamente relacionado aos filhotes, o comportamento
agressivo e a reducdo do comportamento tipo ansioso fazem parte do repertério
comportamental materno e s&o de extrema importancia para garantir a sobrevivéncia
propria e de seus filhotes. Entretanto, variagdes no cuidado da mae para com a prole
durante o periodo neonatal podem afetar e influenciar os filhotes quando adultos
(CIRULLI; BERRY; ALLEVA, 2003; URIARTE et al., 2007).

2.2 MODIFICACOES NA RELACAO MAE-FILHOTE

Varios fatores podem interferir com o inicio e manutencdo do CM e assim
modificar a expressao habitual dos comportamentos maternais. Estudos do nosso
laborat6rio demonstraram que 0 agonista para o receptor canabindide induziu um
aumento na laténcia para a recuperacédo do primeiro filhote para o ninho, redugéo no
tempo de lambida e diminuicdo do tempo gasto em cifose. Além da reducdo dos
parametros maternais, observou-se que as ratas lactantes tratadas com este
agonista ainda apresentaram reducdo da atividade de neurénios ocitocinérgicos do

nacleo paraventricular do hipotadlamo (PVN) e nlcleo supra-Optico (regibes
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envolvidas na sintese de ocitocina) e consequente reducdo dos niveis plasmaticos
de OT (VILELA; GIUSTI-PAIVA, 2014).

Do mesmo modo, fatores ambientais como a exposicdo ao estresse
(social e estresse por contencdo) durante o periodo gestacional € capaz de alterar
0os cuidados maternos acarretando com a reducdo do tempo gasto pelas méaes
lambendo ou carregando a prole (BOSCH et al., 2007).

Além dessas alteracOes, a literatura descreve que as alteracdes na dieta
de ratas durante a gestacdo e/ou lactacdo interferem no comportamento materno.
Connor e colaboradores (2012), demonstraram que ratas tratadas com uma dieta
rica em gordura durante a gestacéo e lactacado apresentaram reducéo do tempo de
lambida dos filhotes, no entanto, este mesmo autor relata que os mecanismos pelos
quais a nutricao interfere nos cuidados maternos permanecem desconhecidos.

Com relacdo a caréncia proteica durante periodos iniciais do
desenvolvimento, esta também pode influenciar nas respostas comportamentais de
ratas lactantes. Maes com desnutricdo proteica apresentam um aumento do
comportamento materno, permanecendo mais tempo no ninho e amamentando mais
seus filhotes quando comparadas ao controle (MASSARO; LEVITSKY; BARNES,
1974).

Em contraste, um recente estudo de Belluscio e colaboradores (2014),
demonstraram que maes alimentadas com uma dieta restrita em proteinas durante a
gestacao e lactacao apresentaram diminuicdo do comportamento materno com uma
reducdo no tempo de lambida dos filhotes em relacdo as maes controle. As
contradicdes nos resultados encontrados por estes autores, provavelmente devem-
se a diferencas nas composi¢cdes da dieta, periodo no qual ela é administrada e
diferentes linhagens de animais utilizadas nos estudos.

Como descrito, diversos parametros do comportamento materno podem
ser modificados por diferentes fatores. Entretanto os efeitos da desnutricdo proteica
sobre os cuidados maternos sdo contraditérios e escassos na literatura, sendo
evidente a importancia da avaliacdo de possiveis alteracbes do comportamento

materno em decorréncia do baixo consumo de proteinas.

2.3 PROTEINAS NA GESTACAO
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O estado nutricional de mulheres antes e durante o periodo gestacional é
de extrema importancia para o crescimento e o desenvolvimento do feto (BARKER
et al., 1993). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a suplementacéao de
proteinas e energia equilibradas melhora o crescimento do embrido e reduzem o
risco de morte.

Dados recentes da Organizacdo das Nacbes Unidas para Alimentacao e
Agricultura (Food and Agriculture Organization, FAO) demonstram que o numero de
pessoas subnutridas no mundo entre os periodos 2012-2014 é de 805 milhdes de
pessoas (11%), sendo a desnutricdo especialmente comum entre as populacdes de
baixa renda. A desnutricdo ainda é considerada pela OMS um problema de saude
nos paises em desenvolvimento e, de acordo com a FAO, o baixo consumo de
proteinas ainda € um problema comum em regides da Africa Subsaariana, Norte da
Africa e Oriente Médio.

As proteinas sdo complexos organicos compostos por aminoacidos e sao
encontradas em alimentos de origem animal e vegetal. Sdo os principais
constituintes das células e tecidos do corpo sendo necessarias para a manutengao
do organismo, reparacdo e substituicdo de tecidos danificados, producdo de
enzimas metabdlicas e digestivas e sdo constituintes essenciais de certos hormonios
(FAO, 2013).

Mulheres no periodo gestacional possuem um estado nutricional
debiltado devido a alta demanda nutricional requerida pelo feto em
desenvolvimento. Assim, as tendéncias mais recentes presentes na literatura,
recomendam que na gestacdo uma ingestao proteica de cerca de 1,1g/Kg/dia (1/3
de origem animal e 2/3 de origem vegetal) ocorra (SHILS et al., 2006), diferindo,
desta forma, do consumo sugerido para uma mulher adulta normal e nao gravida,
onde a ingestdo de proteinas seria de cerca de 0,8g/Kg/dia (1/3 de origem animal e
2/3 de origem vegetal) (OLIVEIRA; MARCHINI, 1998).

Além de ser uma importante fonte nutricional para o desenvolvimento
fetal, as proteinas também sédo de extrema importancia para a nutricdo materna.
Méaes desnutridas apresentam um risco aumentado de parto prematuro devido a
uma supressdo das funcdes imunoldgicas e aumento do estresse oxidativo. A

deficiéncia de proteinas e/ou micronutrientes pode prejudicar a capacidade
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antioxidante das células, pois as proteinas fornecem os aminoacidos necessarios
para a sintese de enzimas de defesa antioxidantes (RASMUSSEN; YAKTINE, 2009).

Neste contexto, pode-se observar que as proteinas correspondem aos
nutrientes de maxima importancia durante o periodo gestacional, e sua restricdo
pode acarretar prejuizos ndo somente para a mae, mas também para o embrido em
desenvolvimento. Portanto a adequacdo nutricional na gestagdo proporciona um
estado nutricional apropriado para a salude materna e para 0 suprimento das

necessidades do feto.

2.4 CONSEQUENCIAS DA RESTRICAO PROTEICA INTRAUTERINA

Varias teorias para explicar o surgimento de doengas na vida adulta em
detrimento de déficits nutricionais durante o periodo embrionario sdo descritos na
literatura. Por exemplo, 0 conceito de programacéao fetal € amplamente empregado
para expressar a relacao entre adversidade na vida intrauterina e o desenvolvimento
de doencas na vida adulta. A programacéao fetal considera que a injaria nutricional
em periodos criticos do desenvolvimento teria um efeito duradouro na estrutura e
funcdo do organismo do feto (LUCAS, 1991; LUCAS, 1998).

Em 1993, Barker e colaboradores, descreveram que a deficiéncia
nutricional durante o desenvolvimento embrionario programaria ao desenvolvimento
de doengas na idade adulta, ou seja, segundo a “teoria de Barker” ou Teoria da
origem fetal das doencas do adulto, o ambiente intrauterino adverso conduz a
alteracbes permanentes na vida adulta. Deficiéncias nutricionais ou fatores
ambientais durante o periodo gestacional originam uma adaptacao metabdlica e/ou
estrutural permanente que aumenta o risco de doenca corondria, hipertensao
arterial, diabetes e acidente vascular cerebral (BARKER, 1995).

Além das alteracdes acima citadas, o estado nutricional da mae também é
de extrema importancia para o desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC)
da prole. Deficiéncias nutricionais durante periodos criticos do desenvolvimento
podem levar a alteragBes morfologicas e neuroquimicas no SNC que resultariam em
prejuizos para comportamentos mediados por circuitos cerebrais (MORGANE et al.,

1993). A falta de micronutrientes tais como vitaminas ou minerais, podem afetar a



24

maturacdo cerebral, entretanto a caréncia de proteinas parece ser o fator mais
critico para o desenvolvimento de todas as funcbes neurobioldgicas, além disso a
idade e a duracdo da desnutricdo proteica sdo fatores criticos para determinar seus
efeitos sobre o cérebro (MORGANE; MOKLER; GALLER, 2002).

Estudos de Debassio e colaboradores (1994), ainda demonstraram que a
desnutricdo protéica é capaz de alterar o numero de células, as sinapses e a
mielinizacdo neuronal. A restricdo proteica administrada durante 15 dias de gestacao
também foi capaz de provocar atrasos na astrogénese, anormalidades na
diferenciacao e sinaptogénese neuronal (GRESSENS et al., 1997).

Além destas alteracdes, ja € bem estabelecido que a desnutricao proteica
€ capaz de afetar a neurotransmissdo catecolaminérgica, serotoninérgica e
gabaérgica (ROTTA et al., 2003; STEIGER et al., 2003; WIGGINS; FULLER; ENNA,
1984).

Considerando-se que as alteragcbes nutricionais durante o
desenvolvimento intrauterino podem predispor a prole a doencas tardias na vida, e
gue as proteinas sdo extremamente importantes para o desenvolvimento normal do
cérebro, muitos estudos centram-se nas alteracfes comportamentais decorrentes da
caréncia proteica na gestacao.

Estudos demonstram a intima relacdo entre  deficiéncia
proteica/comprometimento estrutural e modificagcdes comportamentais. Com relacéo
ao comprometimento estrutural, neurénios do sistema limbico parecem ser os mais
sensiveis aos efeitos da desnutricdo (LISTER et al.,, 2006; MORGANE; MOKLER,;
GALLER, 2002). Assim, parametros de cogni¢do, aprendizado, memoria, € 0
comportamento tipo ansioso dependem do desenvolvimento adequado de estruturas
limbicas e areas neurais associadas (MORGANE et al., 1993; MORGANE; GALLER,;
MOKLER, 2005).

A desnutricdo por deficiéncia proteica durante a gestacdo e/ou lactacao
podem prejudicar as respostas comportamentais de ratos em varios modelos de
ansiedade. Por exemplo, o teste de labirinto em cruz elevado indica que animais
desnutridos apresentam diminuicdo do comportamento tipo ansioso (diminuicdo do
tempo de laténcia para sair dos bracos fechados), (HERNANDEZ et al., 2005).

Estudos de Hernandez e colaboradores (2005) demonstraram que a
desnutricdo proteica gestacional foi capaz de provocar nos filhotes um menor tempo

para escapar dos bracos fechados do teste de labirinto em T elevado, sugerindo que
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a desnutricdo proteica altera 0s mecanismos neurais que controlam o
comportamento no labirinto em T elevado.

Estudos demonstraram que a restricdo de proteinas durante a gestacéo e
lactacdo, além de provocar um comportamento tipo depressivo na prole fémea
também gerou um comportamento tipo ansioso nas maes (BELLUSCIO et al., 2014),
demonstrando que as respostas comportamentais dos filhotes e das mées podem
sofrer influéncia da restricao proteica gestacional.

Conhecendo-se que a baixa ingestdo de proteinas pode interferir em
diversas respostas comportamentais, o presente estudo verificou se a restricao
proteica administrada durante as duas primeiras semanas de gestacdo poderia
interferir em parametros preditivos de ansiedade das méaes e em parametros

preditivos de medo e panico dos filhotes durante a vida adulta.

2.5 INTERFERENCIA DO CUIDADO MATERNO NA PROLE ADULTA

A literatura descreve que os cuidados maternos no periodo neonatal esta
envolvido com o desenvolvimento cognitivo e emocional da prole (KAFFMAN;
MEANEY, 2007), e variagcdes no cuidado da mae para com a prole durante este
periodo podem afetar e influenciar os filhotes na vida adulta (LIU et al., 1997).

Em roedores, a primeira semana de vida pds-natal € um periodo critico de
sensibilidade, onde estimulos sofridos durante tal periodo de desenvolvimento
podem persistir na vida do animal (ROTS et al., 1996), demonstrando desta forma
gue a avaliacdo do comportamento materno na primeira semana de lactacdo pode
representar uma importante analise para investigar as alteracdes dos filhotes na vida
adulta.

Alguns estudos mostram que 0s animais nascidos e criados por méaes
classificadas como “high licking” (classificacdo dada as mées que lambem mais sua
prole e por isso sdo consideradas boas méaes) apresentaram ansiedade diminuida
no teste do campo aberto (CALDJI et al., 1998; URIARTE et al., 2007). Além disso,
fémeas que receberam maior quantidade de lambidas no periodo neonatal
passaram mais tempo com seus filhotes quando se tornaram maes (FRANCIS et
al.,1999).
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Em adicdo, Menard e colaboradores (2004), demonstram que os filhotes
de maes high licking sédo hiporresponsivos ao medo no probe-burying test quando
comparados com aqueles de maes “low licking” (classificacdo dada as maes que
lambem menos sua prole e por isso elas ndo sdo consideradas boas méaes). Tem
sido proposto que o comportamento de lambida das maes nos filhotes modifique
circuitos neurais associados a reducdo do medo, tornando-os hiporresponsivos a
ambientes aversivos durante a fase adulta (MENARD; CHAMPAGNE; MEANEY,
2004).

Conhecendo-se que as alteragbes do comportamento materno podem
influenciar as respostas comportamentais dos filhotes durante a vida adulta, estudos
do nosso laboratorio demonstraram que infuséo intracerebroventricular de agonista
para o receptor canabindide levou a uma diminuicdo no tempo gasto pelas maes
lambendo os filhotes e ao aumento de parametros ndo maternais.
Consequentemente, durante a vida adulta, os filhotes provindos de mées que
apresentaram estas alteragbes no comportamento materno apresentaram um
aumento da responsividade ao medo durante a vida adulta. Considerando-se que a
droga foi administrada intracerebroventricular e que ndo houve sua passagem pelo
leite materno, pode-se considerar que esta alteracdo apresentada pelos filhotes
deve-se exclusivamente a alteracdo do cuidado materno durante o periodo de
lactacdo (COSTA; VILELA; GIUSTI-PAIVA, 2013).

Como ja descrito, a restricdo de proteinas € capaz de alterar o CM e
ainda influenciar nas respostas comportamentais dos filhotes durante a vida adulta.
Além de influéncias comportamentais, as modificagbes no CM também influenciam
na ativacdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA), por exemplo, a prole de
maes com alto indice de cuidado materno, quando adultos, apresentam respostas
de menor temor frente a novos acontecimentos e baixa ativacao do eixo hipotalamo-
hipéfise-adrenal (HHA) quando comparado com os filhotes de mé&es pouco
cuidadoras (CHAMPAGNE; MEANEY, 2001; PRYCE et al., 2001).

Diante disso, o presente trabalho investigou as possiveis alteragfes no
CM decorrentes da ingestdo restrita em proteinas durante as duas primeiras
semanas de gestacdo e como estas alteracdes poderiam influenciar nos parametros
preditivos de medo, panico e comportamento tipo ansioso dos filhotes durante a vida
adulta em situagcbes de exposicdo ou ndo ao estresse, e avaliagdo de possiveis

alteracbes nas respostas autondmicas destes filhotes antes, durante e ap0s uma
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situacdo de estresse e se estas respostas estariam relacionadas a alteragbes no
CM, ou a dieta restrita em proteinas que a mae recebeu durante o periodo
gestacional.

E de grande importancia a avaliagio dos parametros acima citados, uma
vez que a literatura descreve que filhotes provenientes de mées com restricdo
proteica gestacional podem apresentar hipertenséo durante a vida adulta (WOODS
et al., 2001). Entretanto, até o presente momento ndo existem relatos na literatura de
como estes filhotes provindos de maes com restricdo proteica gestacional e com
alteracdes no CM respondem autonomicamente antes, durante e ap0s o0 estresse.
Para a inducdo do estresse durante a vida adulta, o presente trabalho empregou o
modelo de estresse por contencdo, que ndo € doloroso e nao debilita o animal
(BUYNITSK; MOSTOFSKY, 2009), além de ser capaz de provocar a liberacdo de
glicocorticoides (MACCARI et al., 2014).
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3 JUSTIFICATIVA

Durante a gestacao é de extrema importancia que a mde mantenha uma
alimentacao equilibrada para suprir as necessidades do feto em desenvolvimento.
Alteracfes nutricionais durante o periodo pré-natal, como por exemplo, a restricao
de proteinas, sdo descritas na literatura como responsaveis por alteracbées no CM e
também alteragbes comportamentais da prole na vida adulta. Contudo, a literatura
nao descreve como estes filhotes provindos de maes com restricdo proteica e
alteracdes no CM respondem a parametros preditivos de medo e ansiedade em
situacdes de exposi¢cdo ou ndo ao estresse, e de como se apresentam as respostas
autondmicas antes, durante e ap0s a esposi¢cdo ao estresse desta prole adulta.
Assim, este estudo torna-se pertinente para maiores conhecimentos acerca das
alteracdes do CM e ainda alteragcdes comportamentais e autonémicas dos filhotes
previamente submetidos a situacdo de estresse e se estas alteracdes
comportamentais dos filhotes adultos é decorrente do CM alterado ou da dieta

restrita em proteinas durante a gestacao.
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4 OBJETIVOS

trabalho:

A seguir serdo apresentados 0s objetivos gerais e especificos do presente

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia da restricdo proteica gestacional sobre as respostas

comportamentais das ratas lactantes e em parametros comportamentais de seus

filhotes machos adultos previamente submetidos ou ndo ao estresse de contencao e

ainda avaliar as respostas autondmicas destes filhotes antes, durante e apds o

estresse.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar o do ganho de peso das ratas gestantes e lactantes;

b) Avaliar a ingestéo de racao e de 4gua das ratas gestantes e lactantes;

c) Avaliar o ganho de peso da ninhada;

d) Verificar a influéncia da dieta hipoproteica sobre o comportamento
materno de ratas lactantes;

e) Avaliar a influéncia da dieta hipoproteica sobre as respostas
comportamentais de ratas lactantes expostas aos aparatos de campo
aberto e labirinto em cruz elevado;

f) Avaliar a influéncia da dieta hipoproteica e do CM sobre as respostas

comportamentais de filhotes adultos (estressados e néo estressados)

expostos aos aparatos de campo aberto e labirinto em T elevado;
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g) Avaliar a influéncia da dieta hipoproteica e do CM sobre as respostas
autondmicas (pressao arterial média — PAM — e frequéncia cardiaca —
FC) de filhotes adultos (estressados e néo estressados);

h) Verificar se as possiveis alteracdes nos filhotes é decorrente da dieta
ou de alteracbes no comportamento materno através de cross-

fostering.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 ANIMAIS

Foram utilizadas ratas Wistar pesando de 250 a 300g, a partir de sete
semanas de vida provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de
Alfenas — UNIFAL-MG. As ratas foram alojadas no biotério do laboratério de
Fisiologia na UNIFAL-MG, campus Alfenas em caixas de polipropileno adequadas a
sua manutencdo e tratadas com racdo comercial (22% de proteina), ou racao
hipoproteica (6% de proteina) e 4gua “ad libitum” e mantidas em sala climatizada a
21 £+ 2°C em ciclo 12 horas claro-escuro. Também foram utilizados ratos da mesma
linhagem (pesando entre 250 a 300g) para o acasalamento. Todos os
procedimentos com os animais foram aprovados pelo Comité de Etica do Uso de
Animais da UNIFAL-MG (CEUA - protocolo n° 549/2014).

5.2 ACASALAMENTO

O acasalamento foi realizado ao final do dia, sendo as ratas transferidas
para caixas com rato sexualmente experiente na proporgéo de trés fémeas para um
macho, sendo a fecundacao confirmada através de analise do lavado vaginal no dia
seguinte pela manhda. O dia em cuja manha foi constatada presenca de
espermatozoides no lavado vaginal foi considerado como sendo o dia O de gestacao
(0 DG), sendo as ratas separadas individualmente em caixas até o nascimento dos

filhotes.
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5.3 PADRONIZACAO DE NINHADAS

O dia do nascimento dos filhotes foi considerado como 1° dia de lactacéo
(1°DL). No 2° dia de lactacdo logo pela manha (7:00 - 8:00 h), as ninhadas foram
padronizadas em oito filhotes, sendo quatro machos e quatro fémeas para todos os
procedimentos experimentais. As ninhadas foram chamadas de: ninhada/ou filhotes
normoproteicos (FN), ou seja, filhotes cujas mées receberam a dieta normoproteica
durante toda a gestacdo, e ninhada/ou filhotes hipoproteicos (FH) cujas mées
receberam a dieta hipoproteica do 0 ao 15° DG.

5.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Grupo 1: MN-EN

- Maes que receberam a racdo normoproteica (22%) do dia O de gestacdo até o
nascimento dos filhotes (21dias), foram chamadas de mées normoproteicas (MN),
estas mées permaneceram com 0s seus respectivos filhotes, chamados de filhotes
normoproteicos (FN), até o periodo de desmame, no 22° DL, constituindo assim o
grupo MN-FN.

Grupo 2: MH-FH

- Maes que receberam a dieta hipoproteica (6%) do dia O de gestacdo até o 15° DG,
onde foi retirada a racao hipoproteica e retornada a racdo normoproteica até o
nascimento dos filhotes. Estas maes foram chamadas de méaes hipoproteicas (MH) e
permaneceram com 0s seus respectivos filhotes, chamados de filhotes hipoproteicos
(FH), até o periodo de desmame no 22° DL, constituindo o grupo chamado de MH-
FH.

Grupo 3:MN-FH
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- Para a formacdo deste grupo, foi adotado o método de adocdo cruzada também
chamado de Cross-Fostering (MOORE; POWER, 1986). Neste método, maes (MN)
passaram a cuidar de filhotes (FH) ja a partir do 2° DL, constituindo assim o grupo
MN-FH, ou seja, maes normoproteicas que cuidaram de filhotes hipoproteicos desde

a padronizacéo dos filhotes no 2°DL até o periodo de desmame no 22° DL.

Grupo 4:MH-FN

- O método de adogdo cruzada também foi adotado para a formagéo deste grupo.
Portanto, maes (MH) passaram a cuidar de filhotes (FN), ou seja, maes
hipoproteicas que cuidaram de filhotes normoproteicos desde a padronizacdo dos

filhotes no 2°DL até o periodo de desmame no 22° DL.

Representacdo esquematica da formacdo dos grupos experimentais
(figura 2):

Xy * - A )
Pt 122 AR e AR W o W . = el N

Grupo 1: MN-FN Grupo 2: MH-FH Grupo 3: MN-FH Grupo 4: MH-FN

Figura 2 — Representacdo esquemética da formacdo dos grupos experimentais.

5.5 DIETA HIPOPROTEICA

A dieta hipoproteica a qual os animais foram submetidos foi proveniente
da empresa PRAGSOLUCOES Biociéncias: (AIN) American Institute of Nutrition,
(Dieta AIN 93 M- Modificada 6%): Dieta Experimental para Animal de Laboratério



34

isenta de registro no Ministério da agricultura, Pecuéria e Abastecimento. Sua

composicdo centesimal e o valor energético estéo representados na tabela 1.

Tabela 1 — Composicéo da dieta hipoproteica

COMPONENTES %
Amido de milho 50,26
Caseina 7,14
Amido dextrinizado 16,65
Sacarose 12,10
Oleo se soja 4,0
Celulose microcristalina 5,0
Mistura de mineral AIN 93G* 3,50
Mistura de vitamina AIN 93 1,0
L- cistina 0,10
Bitartarato de colina 0,25

(Uma porg¢éo de 1000g corresponde ao valor energético de 3850 Kcal/Kg).

5.6 DIETA NORMOPROTEICA

A dieta normoproteica a que foram submetidos os animais do grupo
controle é definida por racédo especifica para animais de laboratério (camundongos e
ratos): Nuvilab®, grupo Quimtia, com registro no Ministério da Agropecuaria sob
namero PR-04453 03497. Sua composicdo centesimal e o valor energético estao

representados na tabela 2.
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Tabela 2 — Composicéo da dieta normoproteica

COMPONENTES %
Umidade 12
Gordura 4
Cinza 9
Fibra 7
Proteina 22
Carboidrato 46

(Uma porgéo de 1000g corresponde ao valor energético de 3000 Kca/Kg)

5.7 AVALIACAO DO GANHO DE PESO DAS RATAS GESTANTES E LACTANTES

As ratas prenhes foram pesadas a cada trés dias durante todo periodo de
gestacdo, sendo 8 registros de peso no 0, 3° 6° 9° 12° 15° 18° 21° dia de
gestacdo. Apds o nascimento dos filhotes, as ratas também foram pesadas a cada

trés dias, sendo 7 registros de peso no 2°, 5°, 8°, 11°, 14°, 17° e 20° dia de lactacéao.

5.8 AVALIACAO DO GANHO DE PESO DA NINHADA

O peso da ninhada foi registrado a partir do 2° dia e a cada 3 dias de
lactacdo. Foram entdo 7 registros de peso da ninhada, sendo no 2°, 5°, 8°, 11°, 14°,
17° e 20° dia de lactacéo.
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5.9 AVALIACAO DA INGESTAO DE RACAO E DE AGUA DAS RATAS
GESTANTES E LACTANTES

As ratas prenhes foram submetidas ao controle diario da ingestdo de
racdo e do volume de 4gua (0 — 21° DG) tanto para maes normoproteicas quanto
para maes hipoproteicas. Apos o nascimento dos filhotes, o registro da ingestdo de

racao e de agua pelas maes lactantes ocorreu somente até o 8° DL (0 — 8° DL).

5.10 DESEMPENHO COMPORTAMENTAL DAS RATAS LACTANTES

A seqguir serdo apresentados os materiais e métodos utilizados para a

analise comportamental das ratas lactantes:

5.10.1 Avaliacdo do Comportamento Materno durante a primeira semana de

lactacéo

No 2° dia de lactacéo as ratas foram transferidas para caixas de acrilico a
fim facilitar a visualizagéo de seu interior. O comportamento de cada rata lactante foi
registrado durante 4 periodos diariamente do 2° até o 8° dia de lactacdo. Foram 4
sessOes diarias de 72 minutos de observacdo cada, as quais ocorreram em horarios
regulares, sendo 3 analises durante a fase clara (8:00, 12:00 e 16:00horas) e 1
andlise durante a fase escura (20:00horas) do ciclo claro-escuro (CHAMPAGNE et
al., 2003). Em cada sessao, o comportamento das ratas lactantes foi registrado a
cada 3 min, contabilizando um total de 25 observacgdes por periodo x 4 periodos por
dia = 100 observactes/rata/dia) (CHAMPAGNE et al., 2003; CALDJI et al., 1998).

Os comportamentos registrados foram divididos em maternais e nao

maternais.
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Comportamento maternal:

1- Porcentagem do numero de vezes em que a rata fica sobre a ninhada em posicéao
apropriada a amamentacao (posicédo arqueada ou cifose);

2- Porcentagem do numero vezes em que a rata fica sobre a ninhada sem estar em
posicdo arqueada (sobre 0s pups);

3- Porcentagem do numero vezes em que a rata fica em posicao passiva (deitada de
lado) para a amamentacao dos filhotes (passiva);

4- Porcentagem do numero vezes de lambida nos filhotes (lambendo pups);

5- Porcentagem do numero vezes construindo o ninho (construindo o ninho);

6- Porcentagem do numero de vezes em que a rata lactante estimulou os mamilos

para a amamentacao (self grooming maternal).

Comportamento ndo maternal:

1- Porcentagem de vezes em que a rata permanece fora do ninho e se alimentando
(sem pups alimentando);

2- Porcentagem de vezes em que a rata permanece sem os filhotes e explorando o
ambiente (sem pups explorando);

3- Porcentagem de vezes em que a rata permanece sem os filhotes e néo

explorando o ambiente (sem pups nao explorando).

5.10.2 Avaliacdo do Comportamento Materno no 9°DL apds separacdo maternal

No 8° dia de lactacdo, apds a andlise do comportamento materno crénico
do periodo das 20:00 horas, os filhotes foram separados de suas maes e alojados
em caixas de luz adequadas para a manutencdo de sua temperatura corporal, e
suas respectivas maes foram transferidas para salas de filmagem para posterior
ambientacdo. No dia seguinte, ap0s um periodo de no minimo 12 horas de
separacdo maternal, os filhotes foram devolvidos na gaiola moradia no lado oposto

ao ninho inicial e distribuidos de forma ndo homogénea. Em seguida foram
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realizadas filmagens de 30 minutos e andlise dos parédmetro maternais e néo

maternais.

Comportamento Maternal:

1- Laténcia em segundos para buscar cada filhote e leva-lo ao ninho;

2- Tempo em segundos em que a lactante fica sobre a ninhada em posicdo
apropriada a amamentacao (posicédo arqueada ou cifose);

3- Tempo em segundos de lambida nos filhotes (lambendo pups);

4- Tempo em segundos construindo o ninho;

5- Tempo em segundos que a lactante fica sobre a ninhada sem estar em posicao

arqueada (other);

Comportamento nédo Maternal:

Tempo em segundos em que a lactante permanece fora do ninho (tempo
off), ou seja, tempo em que a rata lactante esta fora do ninho alimentando-se,

explorando ou ndo o ambiente.

5.10.3 Labirinto em cruz elevado

O teste de labirinto em cruz elevado consiste em um aparato com dois
bracos abertos e dois bracos fechados, ligados por uma plataforma central. No 9°
DL, as ratas lactantes foram colocadas no centro do aparato, de frente para um dos
bracos fechados. O comportamento da rata lactante foi filmado durante 5 minutos,
avaliando-se como parametros de ansiedade a frequéncia de entradas e o tempo
despendido nos bracos abertos e nos fechados (BISON et al., 2009). Ap6s o

experimento com cada animal, o aparato foi limpo com alcool 10%.
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5.10.4 Campo aberto

Imediatamente apdés o teste de labirinto em cruz elevado, os animais
foram colocadas individualmente em uma caixa de 60 x 60 cm com o piso dividido
em 16 quadrados de 15 x 15 cm. Os 12 quadrados junto as paredes da caixa foram
considerados periferia e 0os 4 demais 0s centrais. A rata lactante foi colocada no
centro da caixa e filmada por cinco minutos. Foi avaliada a atividade ansiolitica das
ratas lactantes considerando o niumero de cruzamentos com as quatro patas, no
centro. Um aumento desse parametro indica uma possivel atividade ansiolitica
(GOMES et al., 2008). Tipicamente os animais tendem a ficar por mais tempo na
periferia em comparacdo com a area central. Essa preferéncia é conhecida como
tigmotaxia e o inverso leva a um efeito anti-tigmotatico que pode ser observado no
campo aberto e pode ser referido como uma acéo ansiolitica (VALLE, 1970). Este
teste também foi utilizado para avaliar a atividade locomotora dos animais
analisando o niumero de entradas com as quatro patas na periferia e o total de
cruzamentos. Apés o experimento com cada animal, o aparato foi limpo com alcool
10%.

5.11 PERIODO POS-DESMAME

No 22° dia de lactacdo os filhotes foram desmamados e suas respectivas
maes sacrificadas. Somente os filhotes machos na idade adulta (8 semanas de

idade) foram utilizados nos experimentos.

5.12 EXPOSICAO AO ESTRESSE DE CONTENCAO DOS FILHOTES MACHOS
ADULTOS
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Na idade adulta, os filhotes MN-FN, MH-FH, MN-FH e MH-FN foram
submetidos ao estresse de contencao (figura 3A e B). Este modelo de inducéo de
estresse foi utilizado para avaliar como estes animais previamente estressados se
comportam nos testes de labirinto em T elevado e no campo aberto. Antes dos
testes comportamentais, os ratos foram imobilizados em um tubo cilindrico por um
periodo de 1 hora. Este tubo apresentava orificios na posicdo em que a cabeca do
rato ficou posicionada para permitir a respiracao. A imobilizacéo foi realizada em
sala climatizada (21 + 2°C) e ambiente silencioso, sempre no periodo da manha
(entre 7:00 e 12:00 horas). Amplamente utilizado como um modelo de inducdo do
estresse, este modelo ndo € doloroso e ndo debilita o animal (BUYNITSK;
MOSTOFSKY, 2009). Apds o experimento com cada animal, o aparato foi limpo com

alcool 10%.

Figura 3 — Representacdo do aparato de estresse por
contencéo.

Fonte: da autora.

Nota: (A) vista anterior, (B) vista posterior.

Apbés o estresse de contencdo, os animais foram submetidos aos

aparatos de labirinto em T elevado e campo aberto como descrito abaixo.
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5.13 DESEMPENHO COMPORTAMENTAL DOS FILHOTES MACHOS ADULTOS

A seguir serdo apresentados os materiais e métodos utilizados para a
anélise comportamental dos filhotes machos adultos:

5.13.1 Labirinto em T elevado

Em um periodo de 24 horas antes da exposi¢cao dos ratos no labirinto em
T elevado, eles passaram por um periodo de exposi¢do prévia a um dos bracgos
abertos. Para isto, foram colocadas barreiras nas entradas dos bracos fechados, e
eliminacdo de um dos bracos abertos, permitindo que o rato fosse exposto a
somente um dos bracos abertos por um periodo de 30 minutos. Esta pré-exposicéo
do animal a um dos bragos abertos reduz a laténcia do animal para o primeiro
escape (TEIXEIRA; ZANGROSSI; GRAEFF, 2000; ZANGROSSI; GRAEFF, 2014)

Apés a exposi¢cao com cada animal, o aparato foi limpo com alcool 10%.

O labirinto em T elevado (figura 4) consiste de um aparato elevado a 50
cm do chdo com trés bracos de mesmas dimensdes (50 x 10 x 0,25 cm) sendo um
braco fechado perpendicular a dois bracos abertos opostos. Este teste foi realizado
conforme descrito previamente por Viana e colaboradores (1994) e modificado por
Calixto e colaboradores (2001). 30 segundos apos a inducéo do estresse, cada rato
foi colocado no final do braco fechado e o tempo em que levou para sair com as
quatro patas do braco fechado foi registrado e denominado de esquiva inibitéria 1 ou
laténcia inicial. Este procedimento foi repetido por mais duas vezes com intervalos
de 30 segundos entre cada, obtendo-se entdo a esquiva inibitéria 2 e 3. Apos 30
segundos, cada rato foi colocado no final de um dos bracos abertos e verificou-se a
laténcia de deslocamento para o braco fechado com as quatro patas que foi
considerado como o tempo de fuga. O tempo de fuga dos bracos abertos também
chamado de escape foi realizado por duas vezes com intervalos de 30 segundos
entre o escapel e o0 escape2. Apds a exposicdo com cada animal, o aparato foi

limpo com alcool 10%.
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Figura 4 — Esquema representativo do labirinto em T elevado.
Fonte: ZANGROSSI; GRAEFF, 2014.

5.13.2 Campo aberto

Trinta segundos apods o teste de labirinto em T elevado, os ratos foram
colocadas individualmente em uma caixa de 60 x 60 cm com o piso dividido em 16
quadrados de 15 x 15 cm. Os 12 quadrados junto as paredes da caixa foram
considerados periferia e os 4 demais os centrais. O ratos foram colocados no centro
da caixa e filmados por cinco minutos. Foi avaliado a atividade ansiolitica dos ratos
considerando o numero de cruzamentos com as quatro patas, no centro. Um
aumento desse parametro indica uma possivel atividade ansiolitica (GOMES et al.,
2008). Tipicamente os animais tendem a ficar por mais tempo na periferia em
comparacao com a area central. Essa preferéncia é conhecida como tigmotaxia e o
inverso leva a um efeito anti-tigmotatico que pode ser observado no campo aberto e
pode ser referido como uma ac¢éo ansiolitica (VALLE, 1970). Este teste também foi

utilizado para avaliar a atividade locomotora dos animais analisando o nimero de
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entradas com as quatro patas na periferia e o total de cruzamentos. Apés o

experimento com cada animal, o aparato foi limpo com alcool 10%.

5.14 RESPOSTAS AUTONOMICAS AO ESTRESSE

A seguir serdo apresentados os materiais e métodos utilizados para a

analise das respostas autonémicas ao estresse:

5.14.1 Registro de parametros cardiacos

Durante a 8° semana de vida, durante o periodo da tarde (16:00 — 18:00h)
os animais (diferentes dos grupos utilizados nos testes comportamentais) foram
anestesiados com tribromoetanol (TBE) 250 mg/kg i.p., e um cateter de polietileno
(PE-10) de 4 cm de comprimento foi implantado na artéria femoral para afericdo da
pressao arterial média e frequéncia cardiaca. O cateter foi transpassado sob a pele
e exteriorizado no dorso dos animais. Apds a cirurgia, 0S animais receberam
injecbes de pentabidtico (0,02ml/animal i.p), e em seguida foram transportados para
a sala de experimentos e |14 permaneceram em sua caixa moradia para adaptarem
ao ambiente até o dia seguinte. As respostas cardiovasculares foram avaliadas no
dia seguinte logo pelo periodo da manha (7:00 — 12:00h).

Os parametros cardiovasculares foram mensurados utilizando-se um
transdutor de sinal que acoplado ao cateter arterial permitiu 0 processamento pelo
computador (equipamento Adinstruments®, software LabChart 7 Pro — PowerLab
4/30). Os diferentes grupos experimentais MN-FN, MH-FH, MN-FH e MH-FN foram
submetidos ao registro da pressédo arterial média (MAP) e da frequéncia cardiaca
(FC) em trés diferentes situacoes:

1°) Registro dos valores de MAP e FC basais e sem a situacdo de

estresse (15 minutos);
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2°) Registro dos valores de MAP e FC durante a situagdo de estresse,
para isto, estes animais foram alocados no aparato de estresse de
contencado por um periodo de 1hora;

3°) Registro dos valores de MAP e FC apo0s a situacao de estresse (15

minutos).

5.15 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados utilizando um software GraphPad
versdao 5.0 e expressos como meédia = erro padrdo da média (SEM). Para
comparacgao de duas médias foi aplicado o teste “t” de Student. Para comparacéo de
trés ou mais médias foi utilizado a analise de variancia (ANOVA two-way)
considerando-se os fatores dia e dieta, ou tempo (minutos) e dieta, seguido pelo
pés-teste de Bonferroni. Foram considerados estatisticamente diferentes grupos
analisados em que p < 0,05.
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6 RESULTADOS

A seguir serdo apresentados os resultados obtidos no estudo:

6.1 AVALIACAO DO GANHO DE PESO DAS RATAS GESTANTES E LACTANTES

A andlise através da ANOVA two-way demonstrou que houve efeito
significativo (p < 0,0001) no fator tratamento e no fator dia, entretanto ndo houve
interacdo entre os dois fatores (p = 0,9363). De acordo com o gréafico (A), pode-se
observar que a partir do 6° dia gestacao houve reducao significativa (p < 0,05) do
ganho de peso das ratas hipoproteicas em relacdo as ratas normoproteicas que se
manteve até o 18° dia de gestacao.

Com relacdo ao ganho de peso na lactacdo, a analise estatistica
demonstrou que houve efeito significativo (p < 0,0001) no fator tratamento e no fator
dia, entretanto ndo houve interacé@o entre os dois fatores (p = 0,9713). No gréfico (B)
pode-se observar que ndo houve alteracéo significativa do ganho de peso das ratas
hipoproteicas em relacdo as normoproteicas.
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5 504 *k, E 50-
o **x o
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0 3 6 g 12 15 18 21 24 0 5 ) 10 15 ) 20 25
Dias de gestagéo Dias de lactagao

Figura 5 — Avaliacdo do ganho de peso das ratas ao longo de toda a gestacao e lactacao.
Fonte: da autora.
Nota: Graficos (A e B). Dieta hipoproteica (DH n=8), dieta normoproteica (DN n=8).
Valores expressos como média + SEM (ANOVA two-way seguido pelo pés-teste de
Bonferroni). * p < 0,05; *x p < 0,01 quando comparado ao grupo dieta
normoproteica.
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6.2 AVALIACAO DA INGESTAO DE RACAO E DE AGUA DAS RATAS
GESTANTES E LACTANTES

Com relacéo a ingestédo de racdo durante gestacdo, a analise através da
ANOVA two-way demonstrou que houve efeito significativo no fator tratamento (p <
0,0001) e no fator dia (p < 0,0004), bem como interagcédo entre os dois fatores (p <
0,0454). Segundo o pos-teste Bonferroni ndo foram observadas diferencas
significativas (p > 0,05) na ingestdo de racdo de ratas hipoproteicas em relacdo as
normoproteicas durante o periodo de gestacéo, grafico (A).

Com relacdo a ingestdo de racdo na lactagdo, a analise estatistica
demonstrou que ndo houve efeito significativo no fator tratamento (p < 0,9920),
porém houve efeito significativo no fator dia (p < 0,0001) sem ocorrer interacao entre
os dois fatores (p = 0,9768). Segundo o pdés-teste utilizado, ndo foram observadas
alteracdes significativas (p > 0,05) na ingestéo de racéo das ratas hipoproteicas em
relagdo as normoproteicas durante o periodo de lactacéo, gréfico (B).

Na andlise de ingestdo de &gua durante a gestacdo, houve efeito
significativo no fator tratamento e no fator dia (p < 0,0001), mas n&o houve interacéo
entre os dois fatores (p = 0,4362). A analise do pds teste permitiu demonstrar que
ndo houve alteracdo significativa (p > 0,05) na ingestdo de &agua das ratas
hipoproteicas em relagdo as normoproteicas durante o periodo de lactacdo, grafico
(©).

Com relacéo a ingestdo de agua durante a lactacéo, a analise estatistica
demonstrou que houve efeito significativo no fator tratamento (p < 0,0013) e no fator
dia (p< 0,0001), entretanto, ndo houve interacdo entre os dois fatores (p = 0,9982).
Segundo o pos teste, pode-se observar que ndo houve alteragédo significativa (p >
0,05) na ingestdo de &gua das ratas hipoproteicas em relacdo as normoproteicas

durante o periodo de lactacéo, grafico (D).
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Figura 6 — Avaliacdo da ingestao de racéo e de 4gua de ratas gestantes e lactantes.
Fonte: da autora.
Nota: Graficos (A — D). Dieta hipoproteica (DH n=8), dieta normoproteica (DN n=8).
Valores expressos como média £+ SEM (ANOVA two-way seguido pelo pds-teste de
Bonferroni).

6.3 AVALIACAO DO GANHO DE PESO DA NINHADA

A andlise através da ANOVA two-way mostrou que houve efeito
significativo no fator tratamento e no fator dia (p < 0,0001), mas nao houve interacao
entre os dois fatores (p = 0,0590). Segundo o pos teste Bonferroni, pode-se observar
que houve reducédo significativa (p < 0,05) do ganho de peso da ninhada
hipoproteica em relacdo a ninhada normoproteica a partir do 11° DL até o 20° DL.
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Figura 7 — Avaliacdo do ganho de peso da ninhada ao longo dos 21 dias de lactacéo.
Fonte: da autora.
Nota: Filhotes de méaes de dieta hipoproteica (DH n=8), filhotes de maes dieta
normoproteica (DN n=8). Valores expressos como média + SEM (ANOVA two-way seguido
pelo pos-teste de Bonferroni). * p < 0,05, ** p < 0,01 quando comparado com o grupo dieta
normoproteica (DN).

6.4 AVALIACAO DO CUIDADO MATERNO EM RATAS LACTANTES

A seguir serdo apresentados os resultados referentes ao cuidado materno

das ratas lactantes:

6.4.1 Avaliagdo do comportamento materno na primeira semana de lactagéo

A figura 8 mostra o comportamento materno total (CMT), ou seja, analise
somente dos parametros maternais: cifose, lambendo pups, sobre pups, posicédo
passiva, forrageando e self-grooming de mées MH-FH, MN-FH, MH-FN (comparadas
com seu respectivo controle) por dia, desde 2° até 8° DL. Os dados foram obtidos a
partir da porcentagem de observagdes por dia, calculando-se a porcentagem de

observacdes das quatro analises diarias.
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A analise através do teste “t” de Student mostrou que ndo houve diferenca
significativa do CMT de maes MH-FH em relagédo a maes MN-FN ao longo do 2°, 3°,
40,50 6°, 7° e 8° DL, graficos: A, D, G, J, M, P e S, respectivamente.

Méaes MN-FH guando comparadas com maes MN-FN nédo apresentaram
diferenca significativa do CMT ao longo do 2°, 4°, 5°, 6°, 7° e 8° DL, gréficos: B, H, K,
N, Q e T, com exce¢do do 3° DL, grafico (E), onde observou-se uma reducdo
significativa (p < 0,05) do CMT de maes MN-FH quando comparadas com maes MN-
FN.

Méaes MH-FN quando comparadas com méaes MH-FH também néo
apresentaram diferencas significativas no CMT como pode ser observado nos
graficosC, F,I,L,O,Re U.
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A figura 9 mostra o comportamento ndao materno total (CAiiMT), ou seja,
andlise dos parametros ndo maternais: alimentando, explorando e néo explorando
de mées MH-FH, MN-FH, MH-FN (comparadas com seu respectivo controle) por dia,
desde 2° até 8° DL.

A andlise através do teste “t” de Student demonstrou que n&do houve
diferenca significativa (p >0,05) do CAMT de maes MH-FH quando comparadas com
maes MN-FN como pode ser observado nos graficos A, D, G, J, M, P e S.

Méaes MN-FH guando comparadas com maes MN-FN nédo apresentaram
diferencas significativas (p > 0,05) do CAMT, graficos B, H, K, N, Q e T, com
excecao do 3° DL, gréfico (E), onde observou-se um aumento significativo (p < 0,05)
do CAMT de maes MN-FH em relagéo a m&ées MN-FN.

Méaes MH-FN guando comparadas com maes MH-FH nédo apresentaram

diferencas significativas (p > 0,05) no CAMT, gréaficos C, F, I,L, O, R e U.
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Fonte: da autora.

8). Porcentagem do CAMT do 2°, 3°, 4°,

(MN-FH e MH-FN, n

=10);

Nota: (MN-FN e MH-FH, n

59, 6°, 7° e 8° dia de lactacao, graficos A — U. Valores expressos como média + SEM (Teste t

de Student). * P < 0,05, quando comparado com seu respectivo controle.
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A figura 10 mostra a porcentagem dos parametros maternos: cifose,
lambendo pups, sobre pups, posi¢cdo passiva, construindo o ninho e self-grooming
de maes MH-FH, MN-FH, MH-FN (comparadas com seu respectivo controle) na
primeira semana de lactacdo (2° - 8° dia de lactacdo). Os dados foram obtidos a
partir do somatorio das observacdes das quatro andlises didrias na primeira semana
e calculando-se a porcentagem de observacoes.

A analise através do teste “t” de Student mostrou que ndo houve diferenca
significativa (p >0,05) dos parametros de cifose, lambendo os pups, sobre os pups,
passiva, construindo o ninho e self-grooming de mdes MH-FH em comparagdo com
maes MN-FN, gréaficos A, D, G, J, M e P.

Os parametros de cifose, lambendo os pups, passiva, construindo o ninho
e self-grooming também ndo apresentaram diferencgas significativas (p > 0,05) em
maes MN-FH em relacdo a maes MN-FN, gréficos B, E, K, N, Q. J& o parametro
sobre os pups apresentou reducdo significativa (p< 0,01) em maes MN-FH em
relacdo a maes MN-FN, gréafico H.

Quando comparadas com maes MH-FH, as maes MH-FN néao
apresentaram alteracao significativa (p > 0,05) dos parametros de cifose, lambendo
pups, sobre pups, posicdo passiva, construindo o ninho e self-grooming como

observado nos gréficos C, F, I, L, O e R.
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Figura 10 — Avaliacdo dos par&dmetros maternais.

Fonte: da autora.

8). Valores

10); (MN-FH e MH-FN, n=

expressos como média £+ SEM (Teste t de Student). **p < 0,01, quando comparado com

seu respectivo controle.

Nota: Gréaficos (A-R). (MN-FN e MH-FH, n
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A figura 11 mostra a porcentagem dos parametros ndo maternos:
alimentando-se, explorando e ndo explorando de maes MH-FH, MN-FH, MH-FN
(comparadas com seu respectivo controle) na primeira semana de lactagéo (2° - 8°
dia de lactacéo).

A andlise teste “t” de Student demonstrou que ndo houve alteracéo
significativa (p > 0,05) dos parametros ndao maternos de alimentacao, explorando e
nao explorando de maes MH-FH em relacdo a mades MN-FN como observado nos
graficos A, D e G.

Mé&es MN-FH quando comparadas com maes MN-FN n&do apresentaram
alteracdo significativa (p > 0,05) dos parametros explorando e nao explorando,
graficos E e H. Entretanto, como demonstrado no grafico (B), maes MN-FH
apresentaram um aumento significativo (p <0,001) do parametro de alimentacdo em
relacdo as maes MN-FN.

Da mesma forma, maes MH-FN ndo apresentaram alteracbes
significativas (p > 0,05) dos parametros de alimentacdo, explorando e nao

explorando em relacéo as médes MH-FH como demonstrado nos graficos C, F e I.
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Figura 11 — Avaliacdo dos pardmetros ndo maternais.
Fonte: da autora.
Nota: Graficos (A-l). (MN-FN e MH-FH, n=10); (MN-FH e MH-FN, n=8).Valores
expressos como média £+ SEM (Teste t de Student). ***p < 0,001, quando comparado
com seu respectivo controle.

6.4.2 Andlise do comportamento materno apos separacao maternal

Na andlise de maes MH-FH, quando comparadas as maes MN-FN, a
ANOVA two-way mostrou que ha efeitos significativos no fator tratamento e no fator
tempo (p < 0,0001), entretanto, ndo houve interacdo entre os dois fatores (p =
0,7691). Segundo a analise do pés teste, pode-se observar que as maes MH-FH
quando comparadas as mées MN-FN, apresentaram uma reducéo significativa (p <
0,05) do tempo para construir o ninho como observado no grafico (A).

Na analise de maes MN-FH, quando comparadas as maes MN-FN, houve
efeito significativo no fator tratamento (p < 0,01) e no fator tempo (p < 0,0001), sem
ocorrer interacdo entre os dois fatores (p = 0,7903). Na analise do poés teste, maes

MN-FH, quando comparadas com maes MN-FN, ndo apresentaram alteracdes
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significativas (p > 0,05) no tempo de constru¢ao do ninho, como pode ser observado
no grafico (B).

Com relacdo as maes MH-FN, quando comparadas as maes MH-FH, néao
houve efeito significativo no fator tratamento (p = 0,1347), porém houve efeito
significativo no fator tempo (p< 0,0001) e ndo houve interagdo entre os dois fatores
(p =0,7700). Na andlise do pés teste, mades MH-FN, quando comparadas com mées
MH-FH, ndo apresentaram alteracdes significativas (p > 0,05) no tempo de

construcdo do ninho, como pode ser observado no grafico (C).
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Figura 12 — Avaliacao da construcao do ninho.
Fonte: da autora.
Nota: Graficos (A-C). (MN-FN e MH-FH, n=8); (MN-FH e MH-FN, n=8). Valores
expressos como média + SEM (ANOVA two-way seguido pelo pds-teste de Bonferroni). *
p < 0,05; ** p < 0,01; quando comparado com seu respectivo controle.
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A figura 13 mostra a avaliacdo dos parametros maternos: cifose,
lambendo e construindo o ninho e tempo other de maes MH-FH, MN-FH, MH-FN
(comparadas com seu respectivo controle). A analise teste “t” de Student
demonstrou que n&o houve alteragdo significativa (p > 0,05) dos parametros de
cifose, lambendo e construindo o ninho e other de médes MH-FH em relacédo a maes
MN-FN como observado nos gréficos A, D, G e J.

Da mesma forma, mdes MN-FH quando comparadas com méaes MN-FN
nao apresentaram alteracao significativa (p > 0,05) de nenhum dos parametros
analisados como observado nos graficos B, E, H e K.

Méaes MH-FN quando comparadas com maes MH-FH n&do apresentaram
alteracao significativa (p > 0,05) dos parametros de cifose, lambendo e construindo o
ninho como observado nos gréaficos C, F e |. Entretanto, essas maes apresentaram
um aumento significativo (p < 0,05) do tempo em posicédo other em comparacdo com

seu respectivo controle como observado no gréafico (L).
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Figura 13 — Avaliacao dos pardmetros maternais.
Fonte: da autora.
Nota: Gréficos (A-L). (MN-FN e MH-FH, n=8); (MN-FH e MH-FN, n=8). Valores
expressos como média + SEM (Teste t de Student). *p < 0,05 quando comparado com
seu respectivo controle.

Na figura 14, maes MH-FH e m&es MH-FN nao apresentaram diferencas
significativas (p > 0,05) no tempo(s) off em comparacdo com 0 seu respectivo

controle como observado nos graficos D e F respectivamente. J& médes MN-FH
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apresentaram reducao significativa (p < 0,01) do tempo off em comparacdo com o
seu controle como observado no grafico (E).
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Figura 14 — Avaliacao de parametros ndo maternais.
Fonte: da autora.

Nota: Graficos (D-F). (MN-FN e MH-FH, n=8); (MN-FH e MH-FN, n=8). Valores
expressos como média + SEM (Teste t de Student); ** p < 0,01 quando comparado com
seu respectivo controle.

6.5 LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO — RATAS LACTANTES

A figura 15 demonstra o desempenho de mées MH-FH, MN-FH e MH-FN
(comparadas com seu respectivo controle) no labirinto em cruz elevado.

Pode-se observar que maes MH-FH quando comparadas com méaes MN-
FN ndo apresentaram diferencas significativas (p > 0,05) nos parametros de niumero
de entradas nos bracos fechados, tempo de permanéncia nos bracos fechados,
namero de entradas nos bracos abertos e tempo de permanéncia nos bracos
abertos como observado nos gréficos A, D, G e J.

Da mesma forma, médes MN-FH quando comparadas com méaes MN-FN
nao apresentaram diferencas significativas (p > 0,05) em nenhum dos parametros
analisados como observado nos graficos B, E, H e K.

Méaes MH-FN quando comparadas com maes MH-FH néao apresentaram
diferencas significativas nos parametros de numero de entradas nos bracos
fechados e tempo de permanéncia nos bracos fechados, graficos C e F. Entretanto,
estas méaes apresentaram um aumento significativo (p < 0,001) do numero de

entradas nos bragos abertos e um aumento significativo (p < 0,001) do tempo de
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Figura 15 — Teste no labirinto em cruz elevado.

Fonte: da autora.

8). Valores

8); (MN-FH e MH-FN, n

Nota: Gréficos (A-L). (MN-FN e MH-FH, n

expressos como média + SEM (Teste t de Student). *** p < 0,001 quando comparado

com 0 seu respectivo controle.
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6.6 CAMPO ABERTO — RATAS LACTANTES

A figura 16 demonstra o desempenho de maes MH-FH, MN-FH e MH-FN
(comparadas com seu respectivo controle) no teste de campo aberto.

Mé&es MH-FH quando comparadas com maes MN-FN n&do apresentaram
alteracdo significativa (p > 0,05) dos parametros de numero de cruzamentos
centrais, numero de cruzamentos periféricos, nimero de cruzamentos totais e razao
de cruzamentos centrais/nUmero de cruzamentos totais como observado nos
graficos A, D, G e J, respectivamente.

Méaes MN-FH quando comparadas com maes MN-FN também néo
apresentaram alteracdo significativa (p > 0,05) dos parametros de numero de
cruzamentos centrais, numero de cruzamentos periféricos, nimero de cruzamentos
totais e razdo de cruzamentos centrais/numero de cruzamentos totais como
observado nos graficos B, E, H e K, respectivamente.

Da mesma forma, mdes MH-FN quando comparadas com maes MH-FH
ndo apresentaram alteracdo significativa (p > 0,05) dos parametros de namero de
cruzamentos centrais, numero de cruzamentos periféricos, nimero de cruzamentos
totais e razdo de cruzamentos centrais/nUmero de cruzamentos totais como

observado nos graficos C, F, | e L respectivamente.
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Figura 16 — Teste de campo aberto.

Fonte: da autora.

8). Valores

8); (MN-FH e MH-FN, n

Nota: Gréficos (A-L). (MN-FN e MH-FH, n

expressos como média + SEM (Teste t de Student).

~

6.7 LABIRINTO EM T ELEVADO - FILHOTES NAO ESTRESSADOS
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A figura 17 demonstra o desempenho dos filhotes MH-FH, MN-FH e MH-
FN (comparados com seu respectivo controle), que nao foram previamente
submetidos ao estresse de contencdo, no teste de labirinto em T elevado.

Pode-se observar que filhotes MH-FH quando comparados com filhotes
MH-FH apresentaram reducao significativa (p < 0,01) do tempo de esquiva 1 e do
tempo de esquiva 2 como observado nos graficos A e D respectivamente,
entretanto, ndo houve alteracdo significativa (p > 0,05) do tempo de esquiva 3 como
observado no grafico G. Com relacdo ao tempo de escape 1 e 2, ndo foram
observadas alterac¢des significativas (p > 0,05) como observado nos gréficos J e M,
respectivamente.

Filhotes MN-FH quando comparados com filhotes MN-FN néo
apresentaram alteracdes significativas (p > 0,05) do tempo de esquiva 1, tempo de
esquiva 2, tempo de esquiva 3, tempo de escape 1 e tempo de escape 2 como
observado nos graficos B, E, H, K e N, respectivamente.

Filhotes MH-FN quando comparados com filhotes MH-FH néo
apresentaram alteracdes significativas (p > 0,05) do tempo de esquiva 1 e tempo de
esquiva 3, entretanto, observou-se reducao significativa (p < 0,01) do tempo de
esquiva 2 como observado nos graficos C, | e F respectivamente. Com relagcédo ao
tempo de escape 1 e tempo de escape 2, ndo foram observadas alteracdes

significativas (p > 0,05) como observado nos graficos L e O, respectivamente.
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Figura 17

Fonte: da autora.

Valores

expressos como média + SEM (Teste t de Student). ** p< 0,01 quando comparado

com seu respectivo controle.
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6.8 CAMPO ABERTO- FILHOTES NAO ESTRESSADOS

Na figura 18, a avaliacdo do teste de campo aberto demonstrou que
filnhotes MH-FH quando comparados com filhotes MN-FN ndo apresentaram
alteracdes significativas (p > 0,05) nos parametros de numero de cruzamentos
centrais, numero de cruzamentos periféricos, nimero de cruzamentos totais e razao
de cruzamentos centrais/niumero de cruzamentos totais como observado nos
gréficos A, D, G e J, respectivamente.

Filhotes MN-FH quando comparados com filhotes MN-FN néo
apresentaram alteracdes significativas (p > 0,05) nos parametros de numero de
cruzamentos centrais, numero de cruzamentos periféricos e numero de cruzamentos
totais como observado nos graficos B, E e H respectivamente. Entretanto, estes
filhotes apresentaram um aumento significativo (p < 0,05) da raz&o de cruzamentos
centrais/nimero de cruzamentos totais quando comparado com seu respectivo
controle, como observado no grafico (K).

Com relacdo aos filhotes MH-FN, quando comparados com filhotes MH-
FH, estes ndo apresentaram alterages significativas (p > 0,05) nos parametros de
namero de cruzamentos centrais, nimero de cruzamentos periféricos, nimero de
cruzamentos totais e razdo de cruzamentos centrais/nimero de cruzamentos totais

como observado nos graficos C, F, | e L, respectivamente.
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Figura 18

Fonte: da autora.

8). Valores expressos

8); (MN-FH e MH-FN, n

Nota: Graficos (A-L); (MN-FN e MH-FH, n

como média + SEM (Teste t de Student). * p < 0,05 quando comparado com seu

respectivo controle.
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6.9 LABIRINTO EM T ELEVADO - FILHOTES ESTRESSADOS

A figura 19 demonstra o desempenho dos filhotes MH-FH, MN-FH e MH-
FN (comparados com seu respectivo controle), previamente submetidos ao estresse
de contencéo, no teste de labirinto em T elevado.

Filhotes MH-FH quando comparados com filhotes MN-FN apresentaram
reducao significativa (p < 0,01) do tempo de esquiva 1 e do tempo de esquiva 2 (p >
0,05), entretanto ndo apresentaram alteracdes significativas no tempo de esquiva 3
como observado nos graficos A, D e G respectivamente. Nao foram observadas
alteracdes significativas (p > 0,05) no tempo de escape 1 e no tempo de escape 2
como observado nos graficos J e M, respectivamente.

Filhotes MN-FH quando comparados com filhotes MN-FN apresentaram
reducdo significativa (p<0,001) do tempo de esquiva 1, entretanto, nos tempos de
esquiva 2 e 3 nao foram observadas alteracfes significativas (p > 0,05) como
observado nos gréaficos B, E e H respectivamente. Como observado no gréfico k,
estes filhotes apresentaram reducéo significativa (p < 0,05) no tempo de escape 1, ja
0 tempo de escape 2 ndo apresentou alteracdo significativa (p > 0,05), como
observado no gréafico (N).

Com relacdo aos filhotes MH-FN, quando comparados com filhotes MH-
FH, estes apresentaram aumento significativo (p < 0,01) no tempo de esquiva 1 e
um aumento significativo (p < 0,05) no tempo de esquiva 2, sem alteracao
significativa (p > 0,05) no tempo de esquiva 3 como pode ser observado nos graficos
C, F e | respectivamente. Pode-se observar que houve reducdo significativa (p <
0,05) do tempo de escape 1, entretanto, ndo foram observadas alteracdes
significativas (p > 0,05) no tempo de escape 2 como pode ser observado nos
graficos L e O, respectivamente.
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Figura 19 — Teste do labirinto em T elevado em ratos machos previamente submetidos ao

estresse de contencao.

Fonte: da autora.

8).Valores

expressos como média + SEM (Teste t de Student). * p < 0,05; ** p < 0,01; ** p <

0,001 quando comparado com seu respectivo controle.

Nota: Graficos (A-O); (MN-FN e MH-FH, n=8); (MN-FH e MH-FN, n
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6.10 CAMPO ABERTO — FILHOTES ESTRESSADOS

Na figura 20 a avaliacdo do teste de campo aberto demonstrou que
filnhotes MH-FH quando comparados com filhotes MN-FN ndo apresentaram
alteracdes significativas (p > 0,05) nos parametros de numero de cruzamentos
centrais, numero de cruzamentos periféricos, nimero de cruzamentos totais e razdo
de cruzamentos centrais/nUmero de cruzamentos totais como pode ser observado
nos graficos A, D, G e J, respectivamente.

Da mesma forma, filhotes MN-FH quando comparados com filhotes MN-
FN, ndo apresentaram alteracdes significativas (p > 0,05) nos parametros de nimero
de cruzamentos centrais, numero de cruzamentos periféricos, numero de
cruzamentos totais e razdo de cruzamentos centrais/niumero de cruzamentos totais
como observado nos gréaficos B, E, H e K, respectivamente.

Com relacdo aos filhotes MH-FN, quando comparados com filhotes MH-
FH, estes também ndo apresentaram alteracdes significativas (p > 0,05) nos
parametros de nimero de cruzamentos centrais, nUmero de cruzamentos periféricos,
namero de cruzamentos totais e razdo de cruzamentos centrais/nUmero de

cruzamentos totais como observado nos graficos C, F, | e L, respectivamente.
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Figura 20 — Teste do campo aberto em filhotes machos previamente submetidos ao estresse de

contencéo.

Fonte: da autora.

8). Valores

8); (MN-FH e MH-FN, n

Nota: Graficos (A-L); (MN-FN e MH-FH, n

expressos como média + SEM (Teste t de Student).
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6.11 RESPOSTAS AUTONOMICAS AO ESTRESSE

Com relacdo a pressédo arterial média (PAM) dos filhotes MH-FH, a
analise através da ANOVA two-way demonstrou que nao houve efeito significativo
no fator tratamento (p = 0,7901), entretanto houve efeito significativo no fator tempo
(p < 0,0001) e ndo houve interacdo entre os dois fatores (p = 5301). Segundo a
analise do pos teste, pode-se observar que filhotes MH-FH quando comparados com
filhotes MN-FN, ndo apresentaram alteracdes significativas (p > 0,05) da PAM como
pode ser observado no graficos (A).

Na analise da frequéncia cardiaca (FC) dos filhotes MH-FH, ndo houve
efeito significativo no fator tratamento (p = 0,5611), porém houve efeito significativo
no fator tempo (p < 0,0001) e n&o houve interacéo entre os dois fatores (p = 0,2003).
Segundo a analise do pos teste, pode-se observar que filhotes MH-FH quando
comparados com filhotes MN-FN, ndo apresentaram alteracGes significativas (p >
0,05) da FC como pode ser observado no gréfico (B).

A andlise da PAM dos filhotes MN-FH demonstrou que houve efeito
significativo (p < 0,0001) no fator tratamento e no fator dieta e ainda houve interagao
entre os dois fatores (p < 0,0001). A andlise do pés teste demostrou que filhotes MN-
FH quando comparados com filhotes MN-FN apresentaram reducéao significativa (p <
0,0001) da PAM como pode ser observado no gréfico (C).

Na andlise da FC dos filhotes MN-FH demonstrou que nao houve efeito
significativo no fator tratamento (p = 0,1892), porém houve efeito significativo no
fator tempo (p < 0,0001) e ndo houve interacdo entre os dois fatores (p = 0,3461). A
analise do pos teste demonstrou que filhotes MN-FH quando comparados com
filnotes MN-FN nao apresentam alteracfes significativas da FC como pode ser
observado no gréfico (D).

Com relacdo a andlise da PAM dos filhotes MH-FN, n&o houve efeito
significativo no fator tratamento (p = 0,9054), porém houve efeito significativo no
fator tempo (p < 0,0001), e ndo houve interacéo entre os dois fatores (p = 0,9910). A
analise do pos teste demonstrou que filhotes MH-FN quando comparados com
filhotes MH-FH nao apresentaram alteracdes significativas (p > 0,05) da PAM como

pode ser observado no grafico (E).
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A andlise da FC dos filhotes MH-FN, demonstrou que ndo houve efeito
significativo no fator tratamento (p = 0,9927), porém houve efeito significativo no
fator tempo (p < 0,0001) e ndo houve interacao entre os dois fatores (p = 0,7117). A
analise do pos teste demonstrou que filhotes MH-FN quando comparados com
filnotes MH-FH n&o apresentaram alteragfes significativas (p > 0,05) da FC como
pode ser observado no gréfico (F).
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Figura 21 — Avaliagdo das da presséo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) em ratos
machos adultos antes, durante e apds o estresse de contencao.
Fonte: da autora.
Nota: Grafico (A) PAM em filhotes MH-FH n=6, grafico (B) FC em filhotes MH-FH n=6,
grafico (C) PAM em filhotes MN-FH = 6, gréafico (D) FC em filhotes MN-FH n=6, gréfico
(E) PAM em filhotes MH-FN n=6, (F) FC em filhotes MH-FN n=6. Valores expressos
como média + SEM (ANOVA two-way seguido pelo pos-teste de Bonferroni). * p < 0,05
quando comparado com seu respectivo controle.



6.12 RESUMO DOS RESULTADOS OBTIDOS NO ESTUDO

Tabela 3 — Resumo dos resultados obtidos no estudo

Ganho de peso das ratas atas

gestantes e lactantes

Ingestdo de racéo e de agua das

ratas gestantes e lactantes

CM por dia

CM por semana

CM ap06s separacao maternal

Labirinto em cruz elevado — Ratas

lactantes

Campo aberto — Ratas lactantes

Ratas gestantes: Reducao significativa do
ganho de peso do 6° ao 18° DG;
Ratas lactantes: ndo houve alteracéo
significativa.

N&o alterou

Méaes MN-FH comparadas com MN-FN:
aumento do CM e diminui¢do do CAMT no
3°DL.

Méaes MN-FH comparadas com MN-FN:
reducdo do parametro sobre os pups, e
aumento do parametro alimentando-se.
Méaes MH-FH comparadas com MN-FN:
reducdo do tempo para construgao do
ninho;

Méaes MH-FN comparadas com méaes MH-
FH: aumento do parametro tempo other;
Méaes MN-FH comparadas com méaes MN-
FN: reducéo do parametro tempo off.
Maes MH-FN comparadas com méaes MH-
FH: aumento do niumero de entradas e
tempo de permanéncia nos bragos

abertos.

N&ao alterou
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Tabela 3 — Continuacao

Labirinto em T elevado - Filhotes

nao estressados

Campo aberto — Filhotes n&o
estressados

Labirinto em T elevado — Filhotes

estressados

Respostas autonémicas ao

estresse

Filhotes MH-FH comparados com MN-FN:
reducdo do tempo de esquiva inibitoria 1 e
2;

Filhotes MH-FN comparados com MH-FH:
aumento do tempo de esquiva inibitoria 2.
Filhotes MN-FH comparados com MN-FN:
aumento do parametro numero de
entradas no centro/ndmero total de
entradas.

Filhotes MH-FH comparados com MN-FN:
reducdo do tempo de esquiva inibitéria 1 e
2;

Filhotes MN-FH comparados com MN-FN:
reducdo do tempo de esquiva inibitoria 1 e
reducdo do tempo de escape 1;
Filhotes MH-FN comparados com MH-FH:
Aumento do tempo de esquiva inibitéria 1

e 2 e reducdo do escape 1.

Filhotes MN-FH comparados com MN-FN:

reducdo da pressao arterial média.

76




77

7 DISCUSSAO

A seguir seré apresentada a discusséo dos resultados obtidos no estudo:

7.1 AVALIACAO DO GANHO DE PESO E DA INGESTAO DE RACAO E DE AGUA
DAS RATAS GESTANTES E LACTANTES

A restricdo proteica iniciada no 0 DG e mantida até o 15° DG resultou em
reducdo do ganho de peso do 6° ao 18° DG das ratas tratadas com a dieta
hipoproteica em relacéo as ratas tratadas com a dieta normoproteica.

Belluscio e colaboradores (2014), ao submeterem durante a gestacéo e
lactacdo camundongos da linhagem CF-1 a restricdo proteica, observou que as
maes alimentadas com a dieta restrita em proteinas apresentaram reducao do ganho
de peso em periodos finais da gestacao, e esta reducdo do ganho de peso estaria
relacionada a um menor numero de filhotes nascidos de mées alimentadas com a
dieta hipoproteica em relacdo as maes alimentadas com a dieta normoproteica. Este
mesmo autor demonstrou que a reducdo do numero de filhotes de maes
hipoproteicas poderia estar relacionada com um menor grau de pré-implantacdo em
decorréncia da dieta restrita em proteinas, ja que esta foi dada durante a gestacao.

No presente trabalho, ndo foram realizados testes para verificar a
ocorréncia de um menor numero de sitios de implantacdo, entretanto, nédo
descartamos a possibilidade de que este fato possa ter ocorrido, ja que, foram
encontradas dificuldades para obter ratas prenhes no grupo hipoproteico, e mesmo
apos a confirmacéo da prenhez no esfregago vaginal, muitas ratas hipoproteicas néo
evoluiram para a gestacdo, sendo este fato observado somente nas ratas que
receberam a dieta restrita em proteinas.

Com relacéo a avaliacéo da ingestao de racéo e de agua das ratas
gestantes e lactantes, ndo foram observadas alteragdes significativas. Portanto,

sugere-se que a perda de peso observada em maes hipoproteicas néo esta



78

relacionada a uma menor ingestéo de racéo durante o periodo gestacional ja que

este fato ndo ocorreu.

7.2 AVALIACAO DO GANHO DE PESO DA NINHADA

No presente estudo, foi possivel observar que os filhotes provenientes de
maes que receberam a dieta restrita em proteinas apresentaram reducdo do ganho
de peso a partir do 11° DL que persistiu durante todo o periodo de lactacéo.
Entretanto, a literatura demonstra que a restricdo proteica esta associada a restricdo
do crescimento intrauterino, que se refere a um padrao de crescimento fetal de baixa
velocidade, segundo o qual, para sobreviver ao ambiente adverso, o organismo faz
diversas adaptacdes metabdlicas que ndo permite ao feto atingir o seu potencial de
crescimento e apresentando baixo peso ao nascer (HOKKEN-KOELEGA, 2002).

Foi demonstrado, de acordo com Hernandez e colaboradores (2005) que
ratas alimentadas com uma dieta restrita em proteinas no periodo gestacional deram
origem a uma prole com baixo peso ao nascer, entretanto, no presente estudo
observou-se uma reducao significativa do ganho de peso da ninhada somente a
partir do 11° DL. As contradi¢gbes nos resultados possivelmente devem-se ao fato de
gue nos estudos de Hernandez e colaboradores (2005) a restricdo de proteinas foi
administrada durante todo o periodo de gestacdo, enquanto que no presente estudo,
a restricado de proteinas se deu somente durante as duas primeiras semanas de
gestacéao.

Além disso, Gressens e colaboradores (1997) também forneceram uma
dieta restrita em proteinas para ratas gravidas durante um periodo de 15 dias e, ao
final deste periodo, foi observado que os filhotes provindos destas maes
apresentavam menor peso corporal fetal ao final do periodo da restricdo. Entretanto,
neste mesmo estudo foi observado que quando reintroduzida a dieta normoproteica
durante a Ultima semana de gestacdo, houve normalizacdo do crescimento dos
filhotes. Assim, sugerimos que a restricdo proteica fornecida as méaes durante as

duas primeiras semanas de gestacdo, nao foi capaz de influenciar no peso dos
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filhotes ao nascer devido a restauracdo nutricional que ocorreu na Ultima semana da
gestacdo. Porém a restricdo proteica gestacional influencia na reducao do ganho de
peso da ninhada a partir do 11° DL.

Em adicdo, estudos demonstram que a restricdo proteica durante a
gestacdo e lactacdo ainda esta relacionada com perda relativa da massa das
glandulas mamaérias, diminuicdo da producéo diaria de leite e reducédo de 70% dos
niveis séricos de prolactina (MORETTO et al.,, 2011). Estes fatores poderiam
contribuir para a reducdo do ganho de peso dos filhotes, apesar da restricdo de

proteinas do estudo citado ter ocorrido durante toda a gestacéo e lactagéao.

7.3 AVALIACAO DO CUIDADO MATERNO DAS RATAS LACTANTES

A analise do CM na primeira semana de lactacdo com observacoes
diarias, sendo trés observacfes na fase clara (8:00, 12:00 e 16:00 horas) e um
periodo de observacéo na fase do escuro (20:00 horas), permite uma descricdo mais
detalhada e pontual dos parametros maternais (CHAMPAGNE et al., 2003). Ja a
analise realizada no 9° DL apds a separacdo maternal permite verificar a motivacéao
da mée para construir o ninho e o tempo para que isto ocorra.

Nos nossos experimentos, além dos grupos MN-FN e MH-FH foram
formados outros dois grupos com o intuito de avaliar a causa das possiveis
alteracGes nos filhotes na vida adulta. Porém, como discutido adiante, a troca de

maes parece ter influenciado também nas alteracbes do comportamento materno.

7.3.1 Avaliagdo do Comportamento Materno na primeira semana de lactagéo

Na analise do CM por dia, as maes MN-FH, quando comparadas com
maes MN-FN, apresentaram uma diminuicdo do CM e um aumento significativo do
CAMT no 3° dia de lactacdo. Entretanto, no presente trabalho, esperavamos que

maes que cuidaram de filhotes FH apresentassem um aumento do CM, visto que,
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por serem provenientes de maes com restricdo proteica estes demandariam maior
cuidado materno.

Considerando-se que para a analise do CM e do CAMT foram somados
todos os parametros maternais que a rata apresentou no dia, pode-se observar que
na diminuicdo no CM, algum parametro pode ter se sobreposto aos outros e
influenciado mais na diminuicdo do CM. Da mesma maneira, pode-se observar que
no aumento do CAMT, algum parametro pode ter se sobreposto aos outros e
influenciado mais no aumento do CAMT. Esta questdo pode ser respondida com
base na analise do CM na primeira semana de lactacdo, onde se observou que
maes MN-FH, quando comparadas com maes MN-FN, apresentaram uma reducao
do parametro sobre os filhotes e um aumento do parametro alimentando-se.

A literatura demonstra que a dieta restrita em proteinas € capaz de alterar
as interacdes mae-filhote durante o periodo de lactacdo, onde mées hipoproteicas
passam mais tempo no ninho cuidando de sua prole (MASSARO; LEVITSKY;
BARNES, 1974). Assim, pode-se verificar que filhotes provenientes de maéaes
hipoproteicas requerem maiores cuidados maternais. Sugerimos entdo, que estes
cuidados maternais requerem um alto gasto de energia por parte da mée, o que teria
levado ao aumento do parametro alimentando-se, e como consequéncia esta mae
permaneceria menos tempo sobre os filhotes o que teria levado a redugcédo do
parametro sobre os filhotes.

Porém, um importante fato a ser notado é que no cross-fostering de maes
MN-FH, estas maes alimentam-se mais e permanecem menos sobre os filhotes,
entretanto, se o filhote FH provoca na méde um aumento de sua alimentagcdo e como
consequéncia ela permanece menos tempo sobre os filhotes, este fato também
deveria existir em maes MH-FH, fato este que ndo ocorreu no presente estudo, e até
0 presente momento nao existe dado na literatura que possa esclarecer as
alteracOes observadas.

7.3.2 Anélise do Comportamento Materno apds separacao maternal

No presente estudo, mdes MH-FH quando comparadas com méaes MN-FN

apresentaram um menor tempo para construir o ninho. De acordo com a literatura,
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filhotes provenientes de maes hipoproteicas apresentam um aumento do numero de
vocalizagbes com o objetivo de chamar atencdo da mae, o que possivelmente
contribuiria para a motivacdo da rata em construir o ninho (LEON; CROSKERRY;
SMITH, 1978; HENNESSY et al., 1978). A restricdo proteica do 0 DG ao 15° DG
pode ter provocado um aumento no numero de vocaliza¢des destes filhotes, que
funciona como estratégia de chamar a atencdo da mée. Por sua vez, as maes
hipoproteicas responderiam as vocalizagdes construindo o ninho de forma mais
rapida, como foi demonstrado no presente estudo.

Mé&es MH-FN, quando comparadas com mées MH-FH, apresentaram um
aumento do parametro other, ou seja, um aumento do tempo em que estas ratas
permaneceram sobre os filhotes sem estar em posicdo arqueada. Assim sugerimos
gue os filhotes normoproteicos requerem menores cuidados maternos, com isso a
rata ndo apresenta comportamentos maternais exacerbados somente
permanecendo sobre os filhotes o que também |he proporciona maiores
oportunidades de repouso e descanso.

Méaes MN-FH, quando comparadas com maes MN-FN, apresentaram uma
diminuicdo do tempo off, ou seja, reducdo do tempo em que essas ratas
permaneciam fora do ninho alimentando-se, explorando ou ndo o ambiente. Com a
reducdo do tempo off, conclui-se que estas ratas permaneceram mais tempo no
ninho. Massaro e colaboradores (1974) observaram que ratas tratadas com dieta
restrita em proteinas durante o periodo de lactacdo passaram mais tempo no ninho
em comparagao com o controle devido aos maiores cuidados maternais requeridos
pelos filhotes provenientes de mées hipoproteicas. Apesar de no presente trabalho a
restricdo proteica ter ocorrido somente nas duas primeiras semanas de gestacéo e
no estudo anterior durante toda a lactacédo, sugerimos que a restricdo de proteinas
neste periodo também é capaz de provocar um aumento do tempo de permanéncia
das médes no ninho, possivelmente devido ao maior nimero de vocalizacdes
produzida pelos filhotes provenientes de maes hipoproteicas, como ja citado
anteriormente.

Portanto, deve ser considerado que esses filhotes foram criados por maes
adotivas que foram alimentadas com dieta normoproteica e assim nao passaram por
restricdo proteica durante a gestacdo e supostamente estariam mais “dispostas” a
atender a demanda da prole cujas maes passaram por restricdo proteica

gestacional.
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Considerando-se que os filhotes provenientes de mées hipoproteicas
vocalizam mais e como consequéncia estas mées permanecem mais tempo no
ninho, no presente estudo, esperdvamos que maes MH-FH também
permanecessem mais tempo no ninho, o que nao foi observado. Assim, sugerimos,
que as maes que receberam a dieta restrita em proteinas durante as duas primeiras
semanas de gestacdo estariam hiporresponsivas a algumas demandas da prole,
porém ndo a todas ja que maes MH-FH apresentaram uma maior motivacao para
construir o ninho. Porém até o presente momento ndo estdo descritos na literatura
0S prejuizos que a restricdo proteica pode causar na resposta da mée em relacdo as
demandas da prole. Mas possivelmente este fato pode ocorrer jA que essas maes
passaram por um periodo de restricdo proteica e provavelmente possam responder

menos a algumas necessidades da prole.

7.4 DESEMPENHO COMPORTAMENTAL DAS RATAS LACTANTES NO
LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO E NO CAMPO ABERTO

Durante a lactagdo, as ratas exibem um comportamento preditivo de
diminuicdo da ansiedade, chamado de ansibélise maternal, como demonstrado nos
testes de labirinto em cruz elevado e campo aberto (LONSTEIN; SIMMONS;
STERN; KEER, 1999). No presente trabalho, mdes MH-FH e m&es MH-FN, quando
comparadas com seus respectivos controles, ndo apresentaram alteracdes do
namero de entradas e do tempo de permanéncia nos bracos fechados
demonstrando que a dieta hipoproteica administrada durante as duas primeiras
semanas de gestacao nao foi capaz de alterar a ansiélise maternal.

Com relacdo as maes MH-FN, quando comparadas com maes MH-FH,
estas apresentaram um aumento do numero de entradas e do tempo de
permanéncia nos bracos abertos. De acordo com Pellow e colaboradores (1985),
animais que apresentam uma reducdo no comportamento preditivo de ansiedade
realizam um maior nimero de entradas nos bracos abertos e passam mais tempo
nos mesmos. Assim, sugerimos que as ratas hipoproteicas que cuidaram de filhotes

normoproteicos apresentam um comportamento preditivo de redugcédo da ansiedade,
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e possivelmente este comportamento possa ter se desenvolvido jA que esta rata
cuidou de um filhote normoproteico que demandou menores cuidados maternais.

No teste de campo aberto, mdes MH-FH e mées MH-FN, quando
comparadas com seu respectivo controle, ndo apresentaram alteracdes no niumero
de cruzamentos totais, demonstrando que a dieta hipoproteica nao alterou a
locomogé&o das ratas lactantes, da mesma forma, n&o foram encontradas alteracoes

significativas em nenhum dos outros parametros analisados no campo aberto.

7.5 DESEMPENHO COMPORTAMENTAL DOS FILHOTES MACHOS NAO
ESTRESSADOS NO LABIRINTO EM T ELEVADO E NO CAMPO ABERTO

No labirinto em T elevado, a esquiva inibitéria estd relacionada com o
comportamento preditivo de ansiedade, ja o escape esta relacionado com o
comportamento preditivo de medo e panico (ALMEIDA; TONKISS; GALLER, 1996).
Assim, avaliando-se os parametros preditivos de ansiedade, medo e panico, os ratos
machos adultos do presente estudo foram submetidos ao aparato de labirinto em T
elevado para avaliacdo destas respostas comportamentais sem a situacao prévia de
eXposi¢ao ao estresse.

Os ratos machos adultos provenientes de maes tratadas com a dieta
hipoproteica (MH-FH), apresentaram uma reducao dos tempos de esquiva 1 e 2, ou
seja, apresentaram uma reducdo do comportamento preditivo de ansiedade em
relacdo ao grupo MN-FN. A literatura descreve que filhotes provenientes de mées
com restricdo proteica gestacional, apresentam durante a vida adulta, uma menor
laténcia de esquiva 1 e 2, sem alteragbes na laténcia de escape (ALMEIDA,
TONKISS; GALLER, 1996). Da mesma forma, outro estudo demonstrou que filhotes
provenientes de méaes com restricdo proteica no periodo gestacional apresentaram
durante a vida adulta, uma reducao do tempo de esquiva 1, 2 e 3 sem alteragdes no
tempo de escape 1 e 2 (HERNANDES et al., 2005).

Assim, ao analisarem-se os grupos MN-FN/MH-FH acima citado, néo se
pode distinguir se a redugdo do comportamento preditivo de ansiedade observada
nestes filhotes machos é decorrente somente do efeito da dieta na vida intrauterina

ou se 0 CM pode ter influenciado neste comportamento na vida adulta. Entéo, para
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compreender qual fator (CM ou dieta) estaria envolvido com as alteragdes
comportamentais dos filhotes adultos realizou-se o cross-fostering, ou seja, a técnica
de adocao cruzada (MOORE; POWER, 1986).

Ao analisarmos os filhotes machos MN-FH quando comparados com
filhotes MN-FN, observou-se que ndo houve alteracdo em nenhum dos parametros
preditivos de ansiedade, medo e panico analisados. Porém quando estes filhotes
hipoproteicos eram cuidados por suas maes hipoproteicas, observou-se uma
reducdo do tempo de esquiva 1 e 2 destes filhotes como descrito anteriormente.
Portanto, quando esses filhotes foram cuidados por mé&es normoproteicas o
comportamento preditivo de reducdo de ansiedade n&do ocorreu na vida adulta dos
filhotes machos, demonstrando que a troca das maes possa ter influenciado nesta
resposta. Porém, deve-se considerar que esse mesmo grupo teve um aumento do
CM e isso pode de alguma forma ter alterado a resposta dos filhotes. Por exemplo,
como esses filhotes tiveram mais cuidado materno pode ser que eles nao
necessitem de buscar comportamentos para superarem adversidades como as
impostas pelo aparato de labirinto em T.

Nos filhotes MH-FN, quando comparados com filhotes MH-FH, observou-
se um aumento do tempo de esquiva 2, sugerindo um comportamento preditivo de
aumento da ansiedade. Isso pode ser devido ao fato de que suas maes MH-FN
apresentaram um aumento do parametro em other, ou seja, estas maes somente
permaneceram sobre os filhotes, ndo apresentando CM exacerbados, o que poderia
ter contribuido para o comportamento preditivo de aumento da ansiedade nos
filhotes MH-FN.

Com relacdo ao campo aberto, os filhotes MH-FH e MN-FH néo
apresentaram alteracbes significativas no numero de cruzamentos totais,
demonstrando que a dieta hipoproteica ndo alterou a locomo¢do dos animais
provenientes de méaes hipoproteicas. Filhotes MN-FH, quando comparados com seu
respectivo controle, apresentaram um aumento do efeito anti-tigmotatico (nimero de
entradas no centro/namero total de entradas), que pode ser referido como uma acgéo
ansiolitica (VALLE, 1970). Inferimos que este comportamento preditivo de reducao
da ansiedade observado nos filhotes MN-FH pode estar relacionado a maior
permanéncia no ninho de maes MN-FH, como observado pela reducéo do parametro
tempo off (maior permanéncia das mées no ninho) do comportamento materno apos

separacao maternal. Aléem do CM, outro fator que sugerimos estar envolvido com o
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aumento do efeito anti-tigmotatico nos filhotes MN-FH é a troca das méaes, j& que
guando estes filhotes eram cuidados por suas maes hipoproteicas o efeito anti-

tigmotatico néo foi observado.

7.6 DESEMPENHO COMPORTAMENTAL DOS FILHOTES MACHOS
SUBMETIDOS AO ESTRESSE DE CONTENGAO NO LABIRINTO EM T ELEVADO
E NO CAMPO ABERTO

Como ja descrito, a restricdo proteica gestacional pode influenciar no
comportamento preditivo de reducdo da ansiedade dos filhotes adultos (ALMEIDA;
TONKISS; GALLER, 1996; HERNANDES et al., 2005). Entretanto, até o presente
momento, ndo se compreendia como seriam as respostas comportamentais dos
ratos machos adultos no aparato de labirinto em T elevado em condi¢cGes de pré-
exposicao ao estresse e ainda provindos de maes com alteragdes no CM.

Por isso, no presente trabalho, os filhotes dos diferentes grupos foram
expostos a situacdo de estresse de contencdo e logo apds foram submetidos ao
teste de labirinto em T elevado, seguido pelo teste de campo aberto.

De acordo com nossos dados, pode-se observar que os filhotes MH-FH
apresentaram uma reducdo do tempo de esquiva 1 e 2 da mesma forma que o0s
filhotes MH-FH que n&o haviam sido expostos ao estresse de contencéo. Assim,
sugerimos que o0 estresse durante a vida adulta ndo foi capaz de alterar o
comportamento preditivo de reducdo da ansiedade dos filhotes provenientes de
maes hipoproteicas.

Considerando que durante a lactacdo, os filhotes MH-FH receberam
maiores cuidados maternais apds separacao maternal com reducdo do tempo para
construir o ninho, deduz-se que este parametro maternal possa ter influenciado na
reducdo do comportamento preditivo de ansiedade na prole MH-FH. A literatura
descreve que a prole de mées com alto indice de cuidado materno, quando adultos,
apresentam respostas de menor temor frente a novos acontecimentos e baixa
ativacdo do eixo hipotadlamo-hipoéfise-adrenal (HHA) quando comparado com o0s
filhotes de mées pouco cuidadoras (CHAMPAGNE; MEANEY, 2001 PRYCE et al.,
2001).
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Na andlise de filhotes MN-FN/MN-FH, estes apresentaram uma reducao
do tempo de esquiva 1 e escape 1. Quando estes filhotes hipoproteicos eram
cuidados por suas maes biologicas hipoproteicas apresentavam também uma
reducdo do tempo de esquiva 1 e 2. Assim pode-se observar quando os filhotes
MN-FH eram cuidados por suas maes biolégicas MH-FH, estes apresentavam um
comportamento preditivo de reducdo da ansiedade, e mesmo apos a troca das méaes
(MN-FH) este comportamento persistiu.

Assim sugerimos que a reducdo do comportamento preditivo de reducao
da ansiedade nos filhotes MN-FH possa estar relacionado com a reduc¢do do tempo
off de mdes MN-FH durante a lactacdo. Ou seja, estes filhotes contaram com uma
maior presenca da mae na area do ninho o que possivelmente contribuiria para o
comportamento preditivo de reducdo da ansiedade. Com relacdo a reducdo do
tempo de escape 1 (preditivo de medo e panico), sugerimos que a troca das maes
possa ter influenciado neste comportamento, j& que quando os filhotes MN-FH eram
cuidados por suas maes bioldgicas, este comportamento néo foi observado, além
disso o estresse também poderia ter influenciado neste comportamento ja que em
situacdOes de ndo estresse, este comportamento n&o existiu.

Quando adultos, os filhotes MH-FH/MH-FN apresentaram um aumento no
tempo de esquiva 1 e 2 e uma reducdo no tempo de escape 1 em situacOes de
exposicao ao estresse. Ou seja, durante a vida adulta, estes filhotes apresentaram
um comportamento preditivo de aumento da ansiedade e um comportamento
preditivo de medo e panico. Sugerimos que a reducdo do tempo de escape 1, que é
um comportamento preditivo de medo e panico, possa estar relacionado ao fator
estresse, ja que em condi¢Bes de ndo estresse, este comportamento ndo existiu.

Além disso, mades MH-FN comparadas com MH-FH tiveram aumento do
parametro tempo em other. Apesar de este parametro ser considerado um
parametro materno (NUMAN, 1994) deve-se considerar que ao haver um aumento
deste, possivelmente outros comportamentos maternos mais expressivos como
cifose e lambida podem estar reduzidos ou sendo executados menos. Desta
maneira, ndo deve ser descartado que a alteracdo no CM pode também ter
influenciado na alteracdo do comportamento dos filhotes no aparato labirinto em T
elevado apds a exposicao ao estresse.

Com relacdo ao campo aberto, os filhotes MH-FH e MN-FH nao

apresentaram alteracbes significativas no numero de cruzamentos totais,
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demonstrando que a exposi¢do ao estresse nao alterou a locomogéo dos animais
provenientes de maes hipoproteicas. Além disso, ndo houve alteracdo entre os
grupos experimentais em nenhum outro parametro analisado ap0s exposicdo ao

estresse no aparato do campo aberto.

7.7 AVALIACAO DAS RESPOSTAS AUTONOMICAS AO ESTRESSE

Durante o estresse de contencdo, ocorrem mudancas autonOmicas e
enddcrinas que incluem aumento da PAM, aumento da FC, aumento da temperatura
corporal e ativacdo do eixo HHA (BUSNARDO et al., 2010; REIS et al.,, 2011,
VIANNA; CARRIVE, 2005).

O cértex pré-frontal medial € uma estrutura limbica envolvida no controle
do comportamento e das respostas autondmicas ao estresse. O cortex pré-limbico é
uma subdivisdo do coértex pré-frontal medial e possui conexdes com estruturas
relacionadas ao controle cardiovascular (TERREBERRY; NEAFSEY, 1987,
VERTES, 2004). As variagdes no cuidado materno parecem influenciar no
desenvolvimento de circuitos neurais que regulam respostas enddécrinas e
comportamentais ao estresse dessas regides acima citadas (MEANEY, 2001).

No presente estudo, os filhotes machos adultos MN-FN, MH-FH, MN-FH
e MH-FN foram submetidos a avaliacdo das respostas autonémicas ao estresse
durante a vida adulta. Entretanto, somente filhotes MN-FH quando comparados com
filnhotes MN-FN apresentaram reducdo significativa da PAM. Entretanto, quando
estes filhotes hipoproteicos eram cuidados por suas maes bioldégicas MH-FH, o
parametro de PAM nao foi alterado, sendo observada alteracédo deste parametro
somente apds a troca das maes. Assim inferimos que a troca das maes tenha
influenciado na reducéo da PAM destes filhotes.

Além disso, deve ser relembrado que maes MN-FH comparadas com MN-
FN tiveram uma diminuigdo do CM um aumento do CAMT no 3° DL, além de uma
reducdo do parametro sobre os pups, aumento do parametro alimentando-se e
reducdo do parametro tempo em off. Essas alteracdes maternais (aumento do CM e

busca por mais comida para possivelmente nutrir a prole) podem ser responsaveis
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por uma hiporresponsividade a resposta ao estresse desses filhotes FH que foram
cuidados por méaes MN.

Adicionalmente, a reducdo da PAM desse grupo de filhotes (MN-FH) esta
de acordo com nossos resultados no campo aberto, onde filhotes mesmo néao
estressados apresentaram aumento do efeito anti-tigmotatico. Portanto, sugerimos
gue a troca das mées e as alteracdes dos cuidados maternos citadas acima possam
estar envolvidas com a reducdo da PAM no grupo MN-FH quando comparado ao
grupo MN-FN. Entretanto, ndo existem dados na literatura que tenham uma
explicacdo plausivel para o fato da troca das mées ter influenciado nas respostas
autonémicas dos filhotes, sendo necessarias maiores investigacdes que possam
elucidar este fato. Ao contrario, existem varios estudos demonstrando que aumento
de parametros maternais podem ocasionar uma hiporresponsividade ao medo
quando os filhotes adultos sdo expostos em situacdes de estresse (MENARD;
CHAMPAGNE; MEANEY, 2004).
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8 CONCLUSAO

Diante dos nossos resultados pode-se concluir que filhotes de maes
hipoproteicas cuidados por suas maes hipoproteicas apresentam um comportamento
preditivo de reducdo da ansiedade durante a vida adulta mesmo ap0s a situagéo de
estresse. Isso pode ser devido essas méaes serem mais motivadas a construir o
ninho, além disso, esses filhotes devido a restricdo proteica intrauterina, demonstram
hiporresponsidade quando expostos a situacdes adversas na vida adulta.

Além disso, apos o cross-fostering houve alteracdes no comportamento e
também nos filhotes machos quando adultos, alterando as respostas
comportamentais e autonémicas de filhotes de maes hipoproteicas cuidados por
maes normoproteicas. Assim, no presente trabalho, o emprego da técnica de cross-
fostering ndo nos permitiu verificar se as alteragcdes comportamentais nos filhotes
adultos foi proveniente da dieta ou do CM alterado, ao contrario, com 0 emprego
desta técnica, comportamentos que nao existiam passaram a existir apds a troca das
maes e comportamentos que existiam, apos a troca, desapareceram, dificultando

assim as analises posteriores.
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