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“Bichano de Cheshire... poderia me dizer, por favor, que o caminho devo tomar para
ir embora daqui? — perguntou Alice.

Depende bastante de para onde quer ir — respondeu o Gato.

Nao me importa muito para onde — disse Alice.

Entado n&o importa qual caminho tome.”

Alice no Pais das Maravilhas - Lewis Carroll
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RESUMO
A interacédo entre mae e filhotes € muito importante pois promove estimulos para o
crescimento e desenvolvimento de uma série de comportamentos em varias
espécies. Uma vez interrompidos esses estimulos existem consequéncias negativas
para o desenvolvimento das ninhadas. Assim, no primeiro capitulo da presente
Tese, objetivamos avaliar os cuidados maternos e o seu impacto sobre o
comportamento na vida adulta dos ratos SHR (Spontaneously Hypertensive Rats) e
SLA16 [SHR.Lewis-(D4Rat76-D4Mgh11)]. Estas duas linhagens isogénicas
apresentam diferengcas genéticas exclusivamente no cromossomo 4 e exibem
atividade locomotora, emocionalidade e pressao arterial contrastantes. A avaliagao
do comportamento maternal e ndo maternal das ratas SHR e SLA16 foi realizada
durante os primeiros 8 dias (4 vezes ao dia) apos o nascimento dos filhotes em duas
reprodugdes consecutivas. As maes também foram submetidas ao teste do campo
aberto (CA). Quando os filhotes chegaram a idade adulta (4 meses) também foram
avaliados no CA e labirinto em cruz elevado (LCE). Os resultados mostraram que
maes SHR reduzem os cuidados com a prole durante a segunda reproducéo, e
ambas as linhagens demonstram alteragdes nos padroes de amamentacédo e
lambidas. Os padrbes de ansiedade/emocionalidade das linhagens se mantem,
mesmo com a influéncia da lactagao. Além disso, foi possivel observar diferenca de
locomocao total entre os filhotes de SHR e SLA16 no CA apenas observada apos a
segunda reprodugdo, o que pode estar relacionado a alguma diferenga no ambiente
materno. No segundo capitulo da presente Tese foi realizado o paradigma da
adocgao cruzada, para avaliar a importancia das maes no perfil comportamental dos
animais SHR e SLA16. Maes SHR e SLA16 tiveram seus filhotes trocados entre si e,
posteriormente, analisamos os impactos da adogio cruzada nas respostas ao CA e
pressao arterial sistolica (PAS). Os resultados mostraram um aumento de atividade
locomotora no CA, para animais SLA16 criados por SHR e animais SHR criados por
maes SLA16, além de aumento na PAS no grupo adogédo cruzada (ACZ),
principalmente nos machos. Em conclusdo, nossos dados sugerem que (i) a
experiéncia materna é importante para a expressdao do cuidado materno; (ii) o
comportamento materno pode influenciar diretamente o comportamento dos filhotes;
e (iii) a adogao cruzada pode alterar resposta de locomogao no CA e padrao de PAS
dos animais. Assim, nds demonstramos pela primeira vez a importancia do cuidado

materno no perfil comportamental e fisioldgico das linhagens de ratos SHR e SLA16,
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sugerindo que este fator ambiental pode interagir com genes do cromossomo 4.
Desta maneira, o periodo do cuidado materno se mostra um fator importante de
investigacdo das influéncias genéticas e ambientais no surgimento de transtornos

psiquiatricos na idade adulta, podendo contribuir futuramente para a prevencao e

tratamentos.

Palavras-chave: SHR; SLA16; Cuidado materno; Adogao cruzada.
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ABSTRACT
The interaction between mother and pups is very important, providing a series of
stimuli for growth and development of a range of behaviors in various species. Once
these stimuli are interrupted there are negative consequences for litter development.
Thus, in the first chapter of this Thesis, we aimed to evaluate maternal care and its
impact on behavior in adulthood in SHR (Spontaneously Hypertensive Rats) and
SLA16 [SHR.Lewis-(D4Rat76-D4Mgh11)] rats. These two isogenic strains have
genetic differences exclusively on chromosome 4 and exhibit contrasting locomotor
activity, emotionality, and blood pressure. Evaluation of maternal and non-maternal
behavior in SHR and SLA16 rats was performed during the first 8 days (4 times a
day) after pup birth in two consecutive reproductions. Mothers were also submitted to
the open field (OF) test. When the pups became adults (4 months) they were also
evaluated in the OF and elevated plus maze (EPM). Results showed that SHR
mothers reduce care for their offspring during the second reproduction, and both
strains demonstrate changes in nursing and licking behavior. The
anxiety/emotionality behavior of the strains are maintained, even with the influence of
lactation. Furthermore, it was possible to observe difference in total locomotion
between SHR and SLA16 pups in OF, only observed after the second reproduction,
which may be related to some difference in the maternal environment. In the second
chapter of this Thesis, the cross-fostering paradigm was performed to evaluate the
importance of mothers in the behavioral profile of SHR and SLA16 animals. SHR and
SLA16 mothers had their pups exchanged with each other, and we subsequently
analyzed the impacts of cross-fostering on responses to OF and systolic blood
pressure. The results showed increased locomotor activity in OF for SLA16 animals
bred by SHR and SHR animals bred by SLA16 mothers, and increased SBP in the
cross-fostering group, especially in males. In conclusion, our data suggest that (i)
maternal experience is important for the expression of maternal care; (ii) maternal
behavior can directly influence pup behavior; and (iii) cross-fostering can alter
locomotion response in OF and blood pressure of animals. Thus, we demonstrate for
the first time the importance of maternal care in the behavioral and physiological
profile of SHR and SLA16 rat strains, suggesting that this environmental factor may
interact with genes on chromosome 4. Thus, the period of maternal care is shown to

be an important factor in investigating genetic and environmental influences on the
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onset of psychiatric disorders in adulthood and may contribute to prevention and

treatments in the future.

Keywords: SHR; SLA16; Maternal care; Cross-fostering
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1 INTRODUGCAO

i. O rato como um modelo de estudo comportamental

O uso de animais como modelos experimentais € citado na literatura desde
aproximadamente 500 a.C., se iniciando com estudos de Hipdcrates, ao relacionar
o6rgdo humanos doentes com o de animais (RAYMUNDO; GOLDIM, 2002).
Comumente, um modelo deve ser idealizado e construido como a representacéo de
uma ocorréncia, para isso ele necessita de precisdo adequada e demonstracdes das
limitacbes em relagdo a realidade que representa, objetivando ser o mais
semelhante possivel ao que se deseja estudar (FERREIRA; FERREIRA, 2003). Na
pesquisa basica, o desenvolvimento de modelos animais permite maior
compreensao de diferentes aspectos de doengas, acdo de medicamentos e
substancias quimicas, efeitos de intervengdes cirurgicas, além de possibilitar o
esclarecimento de varios processos fisiolégicos, possibilitando avangos nas mais
diversas areas da saude (FERREIRA; HOCHMAN; BARBOSA, 2005) .

Dentre os modelos conhecidos, podemos destacar o rato de laboratério
(Rattus norvegicus). Originario da Asia, acredita-se que esses animais tenham sido
a primeira espécie de mamifero domesticada com finalidade cientifica. Devido ao
seu tamanho reduzido, facilidade de manuseio, dieta e fisiologia semelhantes aos
humanos, resisténcia a infecgbes, estratégia de reprodugédo, além do genoma
sequenciado, esses animais tém sido os preferidos dentre os modelos animais
(AITMAN et al., 2008; GIBBS et al., 2004; GRANZOTTO et al., 2019; JACOB, 1999;
RICHTER, 1954).

Com os avangos tecnoldgicos tem sido possivel desenvolver animais cada
vez mais especificos para o objeto estudado. Basicamente, os animais podem ser
classificados por seu status genotipico em heterogénicos (outbred), obtidos por
cruzamentos ao acaso e possuindo um indice de 99 % de heterozigose entre os
alelos, e isogénicos (inbred), obtidos apdés 20 geragdes de cruzamentos
consanguineos com indice de homozigose de 99 % entre os alelos. Os demais
modelos s&o obtidos a partir desses animais (FERREIRA; HOCHMAN; BARBOSA,
2005) permitindo a selegcao e construgdo de linhagens especificas para explorar
diferentes genéticas.

Podemos ressaltar aqui a importancia da criagdo das chamadas linhagens

isogénicas, animais obtidos pelo cruzamento “irm&o x irmd@” ao longo de varias
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geracgdes, para selecionar a regido genémica desejada e obter 99% de homozigose
entre os individuos. Esse processo cria uma populagdo com menor variagao entre
seus individuos, sendo uma boa opg¢ao para estudos na area do comportamento
(FERREIRA; HOCHMAN; BARBOSA, 2005).

Esses animais possuem genomas idénticos entre individuos da mesma
linhagem, tornando-os excelentes ferramentas para estudar as bases genéticas do
comportamento. Além disso, diferentes linhagens podem  apresentar
comportamentos diferentes diante de um desafio, mesmo quando expostas as
mesmas condicdes ambientais. Isso pode ser observado em trabalhos com
diferentes linhagens isogénicas expostas a aparatos comportamentais, como o
campo aberto (CA) e o labirinto em cruz elevado (LCE) (DE MEDEIROS et al., 2013;
GRANZOTTO et al., 2019; MORMEDE et al., 2002; RAMOS et al., 1997).

Linhagem SHR

Na década de 1960 foi desenvolvido um novo modelo experimental de

hipertensdo, que tornou desnecessario a indugcdo dessa doenga por recurso
fisiolégico, farmacologico ou cirdrgico. Os ratos espontaneamente hipertensos
(Spontaneously hypertensive rats — SHR) foram desenvolvidos pelo cruzamento de
machos Wistar naturalmente hipertensos e fémeas normotensas. Os individuos da
prole, que nasceram afetados, foram selecionados a cada geragdo para novos
acasalamentos, gerando uma linhagem isogénica, naturalmente portadora de
hipertensao (OKAMOTO; AOKI, 1963; OKAMOTO et al., 1966).

No entanto, o uso desses animais demonstrou uma série de carateristicas
interessantes para o estudo de transtornos de ordem psiquiatrica. Na literatura, ja foi
demonstrado que animais SHR s&o mais hiperativos do que a linhagem Wistar Kyoto
(WKY) e outras linhagens de ratos em diferentes aparatos comportamentais. Além
disso, os SHR possuem um prejuizo na atengao sustentada, ou seja, na capacidade
de permanecer focado no desempenho de uma tarefa com uma sequéncia de
estimulos durante o periodo de teste. Esses animais também demonstraram ser
mais hiperativos, sendo essa hiperatividade menos comum quando expostos a
situagées novas, além de apresentarem comportamento impulsivo. Animais SHR
também exibem pequenas corridas no CA, sem explorar verdadeiramente o
ambiente (SAGVOLDEN, 2000; SAGVOLDEN et al.,2005) e demonstram maior

locomocgao na regiao central do CA, uma importante medida comportamental para
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mensurar a ansiedade/emocionalidade de ratos de laboratério (DE MEDEIROS et
al., 2013; RAMOS et al., 1999).

Linhagem SLA16

Ramos et al. (1997) realizaram um estudo comportamental com seis

linhagens isogénicas de ratos para avaliaggo de parametros de
ansiedade/emocionalidade em aparatos classicos como o CA e o LCE. Esse estudo
possibilitou a escolha de duas linhagens, que apresentaram o maior contraste para
uma série de parametros relacionados a ansiedade, sem grandes diferengcas em
suas atividades motoras, sendo elas: Lewis (LEW), com menores scores, e SHR,
com 0s maiores scores observados de ansiedade/emocionalidade. Ao realizar o
cruzamento entre as duas linhagens, a prole demonstrou que essa diferenca
fenotipica apresentada estava diretamente ligada ao gendtipo desses animais. Isso
possibilitou o estudo de locus de tragos quantitativos (Quantitative Trait Loci - QTL)
no genoma desses animais de F2, mapeando os primeiros QTLs relacionados com
comportamentos de emocionalidade em ratos (RAMOS et al., 1999). Esses estudos
demonstraram uma regido do cromossomo 4 com influéncia no comportamento e
locomogao no centro do campo aberto, associado a emocionalidade. Esse locus
recebeu o nome de Anxrr16 (anxiety-related response region 16) (MORMEDE et al.,
2002; RAMOS et al., 1999) pelo Rat Genome Database (RGD) (SMITH et al., 2020).
Esses trabalhos possibilitaram a criagdo de uma nova linhagem de rato para
estudar a regiao cromossdémica Anxrr16, sendo ela a primeira linhagem congénica
desenvolvida para estudos relacionados a emocionalidade no mundo (Figura 1).
Basicamente, animais das linhagens SHR (receptora) e LEW (doadora) foram
cruzados e os animais hibridos (F1) foram retrocruzados sucessivamente com
animais SHR, sempre selecionando individuos com alelos do tipo LEW do
cromossomo 4 (Figura 1). Apdés 10 geragdes de cruzamentos a regidao do Anxrr16
proveniente de LEW foi inserida no genoma do SHR. Por fim, os animais
heterozigotos resultantes (N10) foram cruzados entre si gerando assim a linhagem
isogénica que chamamos de SHR.LEW-(D4Rat76-D4Mgh11) (SLA16) (DE
MEDEIRQOS et al., 2013; SMITH et al., 2020). A criagdo dessa linhagem possibilitou
uma grande variedade de linhas de pesquisa para estudar a regido Anxrr16 e seus

impactos em diferentes comportamentos.
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Figura 1. Construcédo da linhagem SLA16. Animais LEW e SHR foram cruzados gerando a F1 (N1). A
prole foi retrocruzada sucessivamente com a linhagem SHR por 10 geragdes. Apds a introdugéo da
regido Anxrr16, os animais heterozigotos foram cruzados, para produzir animais homozigotos na
regido Anxrr16. Estes animais homozigotos foram selecionados e cruzados irmdo com irma para
produzir a nova linhagem isogénica SLA16. Adaptado de “DE MEDEIROS et al., 2013”

As linhagens SLA16 e SHR compartilham mais de 97% do genoma, sendo
os alelos do tipo LEW do cromossomo 4 a principal diferenca entre elas. Como estas
duas linhagens sao criadas exatamente no mesmo ambiente, sobre controle rigoroso
no nosso laboratério, as diferengas comportamentais entre os ratos SHR e SLA16
podem ser atribuidas aos genes da regiao Anxrr16. Por exemplo, 0 comportamento
frente a novidades € de maior exploracido das areas tidas como aversivas nos
animais SLA16 (ANSELMI et al., 2016; DE MEDEIROS et al., 2013). Os animais
SLA16 também apresentam maior atividade locomotora no CA e possuem pressao
arterial menor que a linhagem SHR sendo essa uma caracteristica importante, uma
vez que nao se tem certeza da correlacdo entre a hipertensdo espontanea e
prejuizos cognitivos (GRANZOTTO et al., 2023; SAGVOLDEN et al., 2005).
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No entanto, até o presente momento da histéria do nosso laboratério, as
investigacbes tém se concentrado no comportamento dos individuos adultos e
pouco, ou nada, se sabe a respeito da influéncia dos periodos iniciais no
desenvolvimento da vida dos animais. Da mesma maneira, nosso foco nas variagcoes
alélicas dos genes da regidao Anxrr16 precisa de trabalhos complementares com
fatores ambientais, que porventura poderiam interagir com estes genes e alterar o

perfil comportamental das linhagens.

ii. Cuidado materno e interagao mae-filhote

Sabe-se que a interacdo mae-filhos € um indicativo importante de qualidade
ambiental para o desenvolvimento, com capacidade de impactar tanto a
sobrevivéncia, quanto o crescimento, comportamento e fisiologia dos filhotes. Dessa
forma, o bom estabelecimento desse vinculo mostra-se como um fator critico para o
crescimento e o desenvolvimento de uma série de comportamentos, e a interrupgao
desses estimulos, promovidos pela mae, gera consequéncias negativas no decorrer
da vida das ninhadas (MORICEAU; SULLIVAN, 2005; PAUK et al., 1986). Seja com
foco no comportamento materno, ou no desenvolvimento da prole, essa relagao é
sempre apontada para elaborar descricbes e explicagdes sobre mudangas no
desenvolvimento pela psicologia. Por exemplo, a interrupgado de estimulos da mae
para os filhotes tem consequéncias negativas para o desenvolvimento das ninhadas.
Fica claro entdo, que o ambiente materno proporciona o0s recursos necessarios para
o desenvolvimento da prole. No entanto, vale observar que os estimulos oferecidos
pelos filhotes também irdo modular, pelo menos em parte, os comportamentos que
serdo exibidos pelas maes (CURLEY; CHAMPAGNE, 2016).

Variagdes nessa interacdo podem, a principio, alterar o comportamento de
maneira permanente, além de afetar a modulacdo neuroquimica nos filhotes. Por
exemplo, ja foi demonstrado que filhotes de ratos que recebem mais lambidas, na
fase adulta, apresentam diferengas na resposta ao estresse, como menor secreg¢ao
de ACTH e corticosterona (BREDY et al., 2003; CHAMPAGNE et al., 2003; LIU et al.,
1997). Além disso, OGAWA et al. (1994), relataram que animais neonatos afastados
da mae mostraram menor atividade no CA, sugerindo maior ansiedade na fase
adulta. Sabe-se também que algumas mudangas comportamentais, que ocorrem

apods o nascimento, sdo moduladas por alteragdes hormonais decorrentes do final da
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gestacao, inicio da lactagao, e da propria interacdo mae-filhote (GIOVENARDI et al.,
2005).

O repertério de cuidados apresentados pelas maes é altamente motivado e
natural. As fémeas sdo capazes de atravessar redes elétricas para recuperar seus
filnotes, escolher os filhotes ao invés de comida, além de serem relativamente
insaciaveis em aspectos especificos de alguns comportamentos, como na
recuperacéo da ninhada (FAHRBACH; PFAFF, 1982). Sugere-se, que o controle do
comportamento materno seja orquestrado por fatores neuroendocrinos, como
horménios que controlam gestagao e lactacédo (estrogénio, progesterona, prolactina
e ocitocina), e neuroanatdomicos, bem como devido aos estimulos feitos pelo filhote
(0o ato de mamar, a movimentagdo e vocalizagdo) (NUMAN; INSEL, 2003). Por
exemplo, durante a lactacdo, o ato da sucgdao dos mamilos pelos filhotes se
caracteriza como um importante estimulo que acarreta respostas hormonais, como a
regulacédo da ocitocina e prolactina, além de respostas posturais, descritas adiante
(STERN; YU; CROCKETT, 2002). Assim, quanto maior o contato entre mée e filhote
neonato, maior a liberacdo de ocitocina, horménio importante nessa fase do
desenvolvimento pods-natal por exerce efeito nos comportamentos ligados a
ansiedade e estresse (INSEL; WINSLOW, 1998; PEDERSEN; BOCCIA, 2002).
Alguns trabalhos vém demonstrando que ratas lactantes apresentam
comportamento ansioso diminuido, quando comparadas as nao-lactantes, em testes
como os do LCE e CA (FERREIRA et al., 2002). Essa redugdo pode estar
relacionada, em parte, a um aumento na secregcado de prolactina e ocitocina, que ja
foram descritas com propriedades ansioliticas (FLEMING; ROSENBLATT, 1974;
NUMAN; INSEL, 2003; ROSENBLATT, 1980).

iii. Parametros do cuidado materno

Durante esse periodo do desenvolvimento no qual os filhotes sao
dependentes da mae e de seus cuidados, as fémeas exibem comportamentos
complexos, espontaneos e instintivos, que sao especificos para a espécie e se
iniciam pouco antes, ou logo apés o parto (NUMAN, 1994). Além de fonte do
alimento para a prole, a mae também exerce um importante papel provendo a
temperatura essencial para os filhotes, bem como respostas a estimulos visuais,
auditivos e olfatérios provenientes da ninhada (PRYCE; BETTSCHEN; FELDON,

2001). Apesar de ser uma fase da vida que nem todos os grupos de pesquisa
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possuem a possibilidade de estudar, os padrées de cuidado materno para roedores
ja estdo bem estabelecidos na literatura, apresentando quatro caracteristicas
principais: recolhimento dos filhotes, construgdo de ninho, amamentacgao e lambidas
(NUMAN; INSEL, 2003). Esses cuidados sdo mais intensos durante o dia, sofrendo
uma inversao de trés em trés dias, passando a ocorrer durante os periodos claros e
escuros, em ambiente controlado (SCHELSTRAETE et al., 1992). Ainda dentro
desses parametros, podemos agrupar comportamentos de cuidados das méaes em:
comportamentos inativos de amamentagdo, envolvendo ajustes posturais e
imobilidade postural, e comportamentos ativos, que envolvem movimentos corporais
usando a boca e as patas, além de comportamentos pro-nutricdo, que ajudardo essa
fase a ser bem-sucedida, incluindo repara¢des de ninhos, lambidas na regido ano-
genital dos filhotes e recuperacéo ativa da ninhada (STERN, 1996).

Os padrdes posturais se iniciam quando a rata entra no ninho, podendo ser
exibidas 3 posturas de amamentagao (Figura 2) com frequéncias diferentes entre
elas. A posig¢ao arqueada (Figura 2C-E) geralmente € a mais exibida pelas lactantes
e se caracteriza por uma postura imovel, bilateralmente simétrica, com um arco da
coluna vertebral (cifose) apoiado pela rigidez das patas, geralmente em resposta ao
estimulo da succao. Esta postura de cifose permite que os filhotes tenham acesso
aos mamilos e espaco de respiracdo enquanto alcangam, sugam e engolem, e é
considerada critica durante o periodo mais precoce, uma vez que os filhotes sao
muito pequenos e com pouca capacidade de mobilidade (STERN; YU; CROCKETT,
2002; VAN VUGT et al., 2014).

A posicao passiva (Figura 2B), ou de repouso, ocorre quando a fémea esta
amamentando em decubito dorsal ou lateral, € geralmente uma consequéncia de
periodos de amamentagéo na posicao arqueada e a mae fatigada ja ndo sustenta a
posicdo. Esta postura é observada mais frequentemente com ninhadas mais velhas
(STERN; LONSTEIN, 1996; VAN VUGT et al., 2014) . Uma terceira postura, também
comum, € a posicao nao-arqueada (Figura 2A), ou de cobertor, ocorre quando a
mae cobre toda a ninhada sem nenhuma sustentagdo das patas. E uma postura
menos exibida por lactantes em uma condicdo normal, uma vez que dificulta o
acesso as mamas e a respiracdo dos filhotes. Essas posicdoes podem ser
consideradas um estagio intermediario entre os comportamentos ativos e inativos
(ORSO et al., 2019; STERN; YU; CROCKETT, 2002; VAN VUGT et al., 2014).
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Figura 2. Posicbes de amamentacéo para ratas. (A) Postura ndo-arqueada. (B) Postura passiva —
decubito lateral. (C-E) Variagdes na postura arqueada com diferentes graus de cifose. Adaptado de
“POPOOLA et al., 2015”

Outros parametros, além da amamentacao, sdo de extrema importancia para
a prole. Por exemplo, o comportamento de construgcdo de ninho, que geralmente se
inicia antes do periodo do parto, no qual a qualidade do ninho reflete diretamente no
desenvolvimento uma vez que vai possibilitar a termorregulagdo da ninhada. Ja o
ato de lamber o corpo dos filhotes € um fator com influéncia direta no
desenvolvimento, enquanto a lambida na regido ano-genital induz os filhotes a urinar
e defecar. Sabe-se também que as ratas tendem a aumentar a frequéncia de
lambidas na regido ano-genital em filhotes machos a partir da segunda semana de
lactagdo, sendo de extrema importancia para a maturagdo sexual desses animais.
Por fim, vale ressaltar que o periodo nos quais a fémea passa sem contato com os
filhotes permite que ela desenvolva atividades como se alimentar, beber agua, urinar
e defecar, além de poder explorar a caixa de moradia, que sao de extrema
importédncia para o bem-estar da mae (CHAMPAGNE et al., 2003; ORSO et al.,
2019).

Como ja exposto, a interagdo mae-filhote € um momento critico, tanto para
as maes quanto para os filhotes, com impacto direto na vida adulta desses animais.

Devido a toda a complexidade e riqueza de comportamentos exibidos, estudar esse
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momento de vida € de extrema importancia para a compreensao de seus impactos
no desenvolvimento de comportamentos relacionados a ansiedade e
emocionalidade. Assim, caracterizar o cuidado materno vai além de se estudar uma
caracteristica complexa de animal, mas é também conhecer uma parte importante

da sua historia.

iv. Paradigma da adogao cruzada

Como demonstrado, o cuidado materno exerce grande impacto na vida do
animal adulto, e uma das formas de se estudar a influéncia desse periodo é a
metodologia de adocgdo cruzada. O ato de remover os filhotes de uma mae e
transferi-los para outra, em periodo de lactagdo e com idade semelhante, possui
diversas finalidades dentro da area da pesquisa e até mesmo conservagao animal.
Sabe-se que ratas geralmente sdo maes que aceitam bem o processo de adocao,
uma vez que pequenos roedores frequentemente apresentam comportamento de
nidacdo comunitaria, sendo frequente lactantes alimentarem filhotes de outras
lactantes, e até mesmo fémeas virgens contribuirem para o cuidado com as proles,
mesmo em laboratério (GANDELMAN et al., 1970). Em biotério, a adogao cruzada
pode ser utilizada para melhorar a producéo das colbénias, ou até mesmo para salvar
um filhote, ou ninhada pequena, que demonstra pouca chance de sobrevivéncia
(LOHMILLER; SWING, 2006).

Por se tratar de uma técnica simples e altamente eficaz, tem sido utilizada
ha bastante tempo para estudar a interacdo do genoma e o ambiente materno nos
fendtipos exibidos por seus descendentes, uma vez que a troca materna permite
uma tentativa de separar o efeito ambiental dos efeitos genéticos que os filhotes
carregam consigo. Desta maneira, os estudos de adog¢ao sdo muito importantes para
avaliar a transmissdo nao-genética de fendtipos para outras geragdes
(CHAMPAGNE, 2010; MCCARTY, 2017). Breed e Moore (2012) ddo um exemplo
utilizando andorinhas, mas podemos recria-lo com a ideia de linhagens de ratos,
foco do presente estudo. Se uma linhagem “A” cresce em um ninho bem estruturado
utilizando varios materiais disponiveis (como maravalha, papel e algodao) e uma
linhagem “B” cresce em um ninho pouco elaborado e com poucos materiais (apenas
maravalha, por exemplo), a importdncia dessa experiencia podera moldar como
esses animais construirdo seus ninhos. Se a caracteristica de construir ninhos for

um trago totalmente genético, os descendentes construirdo ninhos idénticos aos de
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suas maes biolégicas. No entanto, se a caracteristica for influenciada por
experiencia, aprendizado e o ambiente de desenvolvimento, esses animais
construirdo ninhos idénticos aos de suas maes adotivas.

Ao longo dos anos, diversas outras abordagens tém sido empregadas pelos
pesquisadores. McCarty (2017), em uma revisao da literatura, define que a utilizagao
do grupo adogao dentro da mesma linhagem tem papel importante para que se
possa mapear os efeitos que o evento “adogao” tera sobre as proles estudadas.
Essa prole deve ser comparada com o controle (que permaneceu com sua méae
biolégica) e com os animais serao criados por maes de outras linhagens. Ainda,
destaca que existem diferengas consideraveis do ambiente materno quando toda a
ninhada é trocada comparada com quando apenas um ou poucos filhotes sao
trocados, uma vez que o impacto da troca de um individuo € muito menor para mae
e para os demais filhotes biolégicos (Figura 3).

Essa troca pode impactar os filhotes de diferentes maneiras: néao
modificando um ponto final no fendtipo estudado, afetando uma linhagem e nao
afetando outra (efeito assimétrico), afetando as duas linhagens igualmente, de
maneira tal que os filhotes cruzados passam a reproduzir os fenétipos de filhotes de
maes biolégicas (efeito simétrico), e ainda afetando diferentemente machos e
fémeas. Dessa forma, ressaltando mais uma vez o que ja foi citado no capitulo
anterior, o comportamento materno vai resultar dos diferentes estimulos ambientais

e estimulos trocados entre mées e seus filhotes no ninho (MCCARTY, 2017).
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Figura 3. Modelos de adogéao utilizados em estudos. Adogao dentro da mesma linhagem. Adogao

cruzada, podendo ser um ou poucos filhotes ou até mesmo toda a ninhada.

Um dos primeiros estudos que de fato relacionaram a adogao cruzada e o
cuidado materno foi realizado por Van Der Veen e colegas em (2008). Nesse
trabalho foram trocadas ninhadas de duas linhagens diferentes de camundongos e
foram gravados os cuidados maternos por 23 horas. Nesses videos foram avaliados
os periodos de lambidas, posturas de amamentagdo, manutencdo do ninho,
autolimpeza e presenca passiva no ninho. Com isso, foi possivel observar que maes
biologicas e maes adotivas exibiam os mesmos padroes de cuidados maternos,
demonstrando que o a troca de ninhadas entre linhagens distintas ndo altera o
comportamento de cuidado materno. No entanto, filhotes adotivos de outras
linhagens podem exigir niveis de cuidados diferentes de filhotes bioldgicos,
ressaltando que tanto a mae quanto os filhotes sdo determinantes para o cuidado
materno.

Além dos comportamentos maternos em si, os filhotes envolvidos nas trocas
sdo expostos a todo um ambiente materno diferente, que pode variar desde a
composigao do leite até exposigao as diferentes microbiotas da mae adotiva. Esse
conjunto de elementos do ambiente materno pode influenciar em caracteristicas

complexas da prole, como alteragcao de pressao arterial e respostas a testes de
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emocionalidade (CIERPIAL et al., 1989; GOMEZ-SERRANO et al., 2001), que seréo
o foco desse capitulo. Dessa forma, depois de caracterizado o comportamento
materno para as linhagens, a troca de méaes entre as ninhadas se apresenta como
um passo importante para de fato observarmos como esse momento inicial do
desenvolvimento vai ser impactado pelo ambiente que as maes proporcionam.

Desta maneira, a presente Tese objetivou caracterizar e avaliar os efeitos do
periodo mais inicial de desenvolvimento mais inicial do periodo neonatal nos
comportamentos dos animais SHR e SLA16. Para isto, ela estara dividida em 2
capitulos, que versam sobre o impacto do ambiente materno no desenvolvimento

dos ratos SHR e SLA16. No primeiro, buscou-se avaliar e caracterizar do cuidado

materno nos primeiros dias de desenvolvimento e o seu possivel impacto no

comportamento dos filhotes. No segundo, objetivou-se avaliar da adocdo materna

cruzada no estabelecimento das caracteristicas comportamentais atribuidas as duas

linhagens.
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CAPITULO 1

Caracterizacao do cuidado materno

A caracterizagdo do cuidado materno € um passo importante para
conhecermos a historia de vida e desenvolvimento do nosso modelo de estudo,

principalmente em relagéo as caracteristicas comportamentais na fase adulta.
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2.1 OBJETIVO
Objetivo Geral
Caracterizar os padroes de cuidado materno das fémeas SHR e SLA16 e sua
importancia no estabelecimento das caracteristicas comportamentais observadas

em individuos adultos dessas duas linhagens.

Objetivos Especificos

e Comparar os cuidados maternos entre as maes das linhagens SHR e SLA16;

e Avaliar o perfil emocional das maes SHR e SLA16 durante os primeiros dias
de cuidado com os filhotes;

o Avaliar se a experiéncia materna altera o padrdo de cuidado maternal das
linhagens SHR e SLA16;

e Investigar a relagdo do comportamento materno com os comportamentos

exibidos pelos filhotes na idade adulta;
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2.2 MATERIAL E METODOS
i. Animais

Os ratos isogénicos SHR (SHR/NCrlAnra) eram originarios da Harvard
University (Boston, MA), quando foram trazidos e criados na UNESP (Botucatu, SP),
e uma sublinhagem foi mantida no Laboratério de Genética do Comportamento
(LGC). A linhagem congénica SLA16, como demonstrado, foi desenvolvida no LGC,
contendo parte do cromossomo 4 da linhagem LEW (doadora) em um background
genético de SHR (receptora). Ambas as linhagens foram mantidas sob um sistema
de acasalamento irmao-irma e estao descritas no RGD (SMITH et al., 2019).

Dessa forma, no presente estudo foram utilizados ratos (Rattus novergicus)
das linhagens SHR e SLA16 de ambos os sexos, criados no LGC. Para as matrizes
utilizadas no cuidado materno, com aproximadamente 15 semanas de idade, as
fémeas foram mantidas em grupos de 5 individuos por gaiola e os machos em
grupos de 3 ou 4 por gaiola, até a fase do acasalamento. Ja a prole foi mantida em
nosso biotério desde o 28° dia pds-natal (DPN) até 16 semana de vida. Essas
matrizes foram utilizadas e selecionadas de maneira espagada ao longo de
diferentes meses, englobando diferentes geragdes de animais. Utilizamos animais
SLA16 das geragdes N10F26 até a N10F29, paralelamente com SHR das geracdes
G50 até G54, como demonstrado no Apéndice 1. Durante todo o periodo
experimental a temperatura do biotério se manteve entre 20°C e 24°C com ciclo
claro/escuro de 12/12h com as luzes acesas as 7h. Agua e comida ad libitum.

Ao final dos experimentos obtivemos um numero amostral de 7 maes que
foram bem-sucedidas nas duas reproducdes. Dessa forma, o numero de maes
analisadas nos experimentos a seguir € de 7 maes por linhagem.

Todos os protocolos experimentais descritos a seguir foram aprovados pelo
Comissado de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFSC, com nimero de protocolo
5863250220 (Apéndice 2).

ii. Ciclo estral e acasalamento
A andlise da regularidade do ciclo estral foi realizada previamente ao
acasalamento para determinar se as fémeas estavam ciclando normalmente. Para
isso, a secregao vaginal das fémeas foi coletada diariamente entre 9:00 e 10:00
horas da manha, sendo obtida apds aplicagao intravaginal de 10uL de solugéo salina

(NaCl 0,9 %) durante duas semanas consecutivas. O lavado coletado foi depositado

CONFERE COM ORIGINAL, cépia extraida de documento original de acordo com o Art. 5° do Decreto n° 83.936/79.


https://sciwheel.com/work/citation?ids=13280127&pre=&suf=&sa=0&dbf=0

34

em lamina limpa e seca e coberto com laminula, geralmente 2 ou 3 lavados por
lamina, sendo posteriormente analisado a fresco em microscopia de luz. O ciclo
regular de ratos tem duragdo de 4 a 5 dias, e a analise é feita pela correlagdo dos
tipos celulares observados com a fase pré-determinada na literatura (Nelson et al.,
1982; Marcondes et al., 2002), sendo elas:
e Diestro-Proestro (DP) — fase de transigdo. Sdo observados leucécitos e
poucas ceélulas epiteliais nucleadas bem formadas;
e Proestro (P) - predominancia de células nucleadas, de nenhum a poucos
leucdcitos degenerando e poucas a nenhumas células cornificadas;
e Proestro-Estro (PE) — fase de transicdo. Nado sao observados leucdcitos,
presenca de células nucleadas, predominancia de células cornificadas;
e Estro (E) — sdo observadas apenas células cornificadas;
e Metaestro (M) — sdo observados leucécitos, células nucleadas e cornificadas,
nem sempre existindo uma predominancia entre algum tipo celular;
e Diestro (D) — € observada uma predominancia de leucécitos e pouquissimas

células nucleadas, muitas vezes irregulares.

A frequéncia total de cada fase observada neste periodo, para cada animal,
foi utilizada para a duragédo de proestro, estro, metaestro e diestro (em dias), bem
como a duracgdo total do ciclo estral (PODRATZ et al., 2015). O resultado da
avaliagao da ciclicidade estral esta demonstrado no Apéndice 3.

Apos a determinagao da regularidade do ciclo, as fémeas foram colocadas
para acasalar na proporcédo de 2 fémeas para 1 macho. Os casais foram mantidos
por 10 dias e durante o periodo de acasalamento o lavado vaginal foi coletado pela
manha para verificagdo da presenga de espermatozoides. Quando verificada a
presenca de espermatozoides, consideravamos aquele dia como o dia 0 da

gestacao.

iii. Avaliacao do cuidado materno
No 17° dia de gestacdo, as fémeas foram alocadas, individualmente, em
caixas de acrilico transparente (40x33x25 cm?) com maravalha servindo de substrato
para o ninho. As caixas foram acondicionadas em gabinetes ventilados até o

nascimento.
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O dia do nascimento dos filhotes foi considerado o 1° dia pds-natal (DPN). As
maes foram avaliadas diariamente, do 2° ao 9° dia de lactacdo. Essa analise do
comportamento materno foi feita por amostragem em 4 periodos, com duragao de 75
minutos cada, sendo 3 observagdes realizadas no periodo claro (8h, 12h e 16h) e
uma no escuro (20h). Basicamente, em cada periodo, de 3 em 3 minutos as fémeas
eram observadas e foram registrados comportamentos especificos, descritos a
seguir, que estavam sendo realizados, totalizando 100 observagbes diarias para
cada fémea (baseado em CHAMPAGNE et al., 2003). E importante ressaltar, que
que em um determinado ponto de observacdo (ponto de amostragem) a fémea
pudesse estar exibindo mais do que um comportamento ao mesmo tempo.

Para realizar as avaliacbes comportamentais foi elaborada uma tabela

contendo os 09 parametros comportamentais observados nesse estudo:

Cuidado materno total (CMT) - somatdrio dos comportamentos diretamente
relacionados com a ninhada:

e Lambendo os filhotes: comportamento de lamber a ninhada,
principalmente a regidao ano-genital;

e Posicdo ndo arqueada: postura de amamentagao de “cobertor”, na qual
a fémea cobre totalmente a ninhada;

e Posicdo arqueada: posicao de amamentagcao caracterizada por cifose
fisioldgica, podendo exibir diferentes graus de cifose.;

e Posicao passiva: posicdo de amamentacdo em que a fémea se
encontra em decubito dorsal ou lateral;

e Construgdo de ninho: comportamento de recolher maravalha com a

boca ou empurrar para a manuteng¢ao do ninho;

Cuidado nao materno total (CnMT) - somatoérios dos comportamentos que
nao estao diretamente relacionados com a prole:
e Se alimentando: periodo em que a fémea esta se alimentando;
e Sem filhotes: periodo que a fémea passa fora do ninho e/ou sem
contato com a ninhada;
e Autolimpeza (Self-grooming).

e Explorando a caixa de moradia;
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No final dos oito dias de observagdo, os dados dos comportamentos
analisados foram transformados em porcentagem de frequéncia. Ou seja, para cada
comportamento em cada dia de cuidado materno, calculamos: (quantidade de
comportamento especifico observado/soma de todos os comportamentos
observados) x 100. Além disso, a média dos dias de observacgao (somatorio de todas
as frequéncias de cada comportamento/8 dias) foi realizada para cada parametro de
cuidado materno com o software GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc., EUA).
Nés também criamos duas medidas chamadas CMT e CnMT, onde basicamente
somamos as % de frequéncia obtidas, de acordo com a divisdo demonstrada
anteriormente — CMT (Lambendo os filhotes, Posicdo nao-arqueada, Posi¢do
arqueada, Posi¢cdo passiva, Construgdo de ninho) e CnMT (Se alimentando, Sem

filhotes, Autolimpeza, Explorando a caixa de moradia).

iv. Avaliagao da emocionalidade das maes
No 10° DPN, as maes foram submetidas a testes comportamentais de
ansiedade/emocionalidade (descritos abaixo). O teste foi conduzido o mais rapido

possivel para evitar um longo periodo de separacéao dos filhotes.

Campo Aberto

O teste de CA foi proposto por Calvin Hall em 1932, sendo um teste classico
para avaliar a emocionalidade e/ou tragcos de locomogao em roedores. Roedores no
geral tendem a evitar locais abertos e muito iluminados, sendo a regiao central do
aparato um local aversivo para esses animais e podendo ser relacionado com
parametros de ansiedade. Além disso, a atividade locomotora e exploratéria no
aparato também pode ser correlacionada com parametros mais ou menos ansiosos.
Roedores no geral tendem a preferir a regiao periférica do aparato.

O aparato utilizado no nosso laboratério consiste numa arena de 1m? com
paredes de 40cm de altura, feita de formica branca com o ch&o coberto por adesivo
de contacto de plastico preto. Os animais foram colocados na zona central e
puderam explorar livremente o CA ao longo de 5 minutos sob intensidade luminosa
controlada (12 lux), durante o ciclo claro do biotério (GRANZOTTO et al., 2023). O
comportamento foi registado por uma cémara posicionada acima do CA e

posteriormente analisado pelo software Any-maze (Stoelting Co., Illinois, EUA). Os
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parametros quantificados foram: locomogao total, locomogao periférica, tempo na

periferia, locomog¢ao central, entradas no centro e tempo no centro.

V. Manutengao do cuidado materno
Um més apds o desmame da prole, as fémeas foram submetidas a uma nova

reprodugdo e monitoramento dos cuidados maternos. A segunda prenhez seguiu os

vi. Avaliagcao da ansiedade/emocionalidade da prole
Apos o desmame, os filhotes foram mantidos e acompanhados no biotério até
0s 4 meses de idade. Neste momento, foram avaliados 14 fémeas e 14 machos por
linhagem, nos testes comportamentais descritos abaixo, sendo uma média de 2

animais por sexo para cada mae analisada no cuidado materno.

Campo Aberto
A analise do CA seguiu o mesmo protocolo descrito anteriormente para as

maes. Os animais exploravam livremente o aparato por 5 minutos a 12 lux.

Labirinto em Cruz Elevado

O teste do LCE foi validado por Handley e Mithani em 1984 e € um teste
amplamente utilizado para medidas relacionadas com a ansiedade. O animal é
avaliado diante de um contexto desconhecido juntamente com regides abertas que
geram aversao, sendo causada pelo mecanismo de tigmotaxia (impossibilitado pela
auséncia de paredes) ou por diversos outros fatores sensoriais, como a visao
(PINTO et al., 2012). O aparato utilizado no nosso laboratorio foi produzido em
férmica preta, tendo uma forma de cruz com dois bragos abertos (50cm x 15cm) e
dois bragos fechados (50cm x 15cm x 40cm) que cruzam perpendicularmente,
suspensos do chdo 50cm. Os animais foram colocados na regido central do LCE,
podendo explorar livremente o aparato ao longo de 5 minutos, sob iluminacéo
controlada (12 lux), durante o ciclo claro do biotério (GRANZOTTO et al., 2023). A
analise foi realizada manualmente, observando-se o numero de entradas no braco
aberto, o numero de entradas no braco fechado, o tempo no braco aberto e o tempo

no brago fechado. A entrada na regido foi considerada quando todo o corpo do
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animal estava dentro e os periodos na regido central do aparato foram

desconsiderados.

vii. Desenvolvimento filhotes

Apos o0 nascimento e periodo de cuidado materno, os animais foram
desmamados no 28° DPN. A partir desse momento comegamos a avaliar o peso
e a maturagdo sexual de fémeas e machos (Apéndice 3). Para essa avaliagado
foram usadas 8 fémeas e 8 machos por linhagem. Os animais foram escolhidos
aleatoriamente entre as maes da primeira reprodugdo. Nao sendo 0os mesmos
utilizados nos experimentos comportamentais (descritos no Item V Avaliagédo da
ansiedade/emocionalidade da prole), para evitar interferéncia da manipulagao

excessiva pelo experimentador.

Abertura vaginal e primeiro estro

A abertura vaginal das ratas passou a ser verificada todas as manhas, por
volta das 9h. Apds a constatacdo desse evento, foi iniciada a coleta do lavado
vaginal durante todas as manhas para a determinagao do primeiro estro, marcando
o inicio da maturacao sexual dessas ratas (NAH; PARK; GYE, 2011).

Separacéao prepucial

A separagao prepucial foi determinada através do exame do pénis, retraindo
suavemente o prepucio para expor a glande. A aparéncia frontal da superficie da
glande do pénis muda com a idade e progride em trés formas: uma estrutura
peniana saliente, uma forma W, e uma superficie achatada, de acordo com
Yamazaki et al. (YAMASAKI et al., 2001).

viii. Analises estatisticas
Os dados com distribuicdo normal foram examinados com estatisticas
paramétricas e apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). As
comparagoes foram realizadas pelo teste t de Student, ANOVA de duas vias ou
ANOVA de medidas repetidas. Quando necessario, foi realizado o teste posthoc de
Duncan. Os valores de p < 0,05 foram considerados significativos. Todas as analises
foram realizadas utilizando o software Statistica 10 (Statsoft, Tulsa, OK, EUA) e os

graficos foram produzidos no GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc., EUA).
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2.3 RESULTADOS
Avaliagao dos Cuidados Maternos
Durante 8 dias apds o nascimento, os cuidados maternos na 12 e 22
reproducdo de maes SHR e SLA16 foram caracterizados. Os resultados estédo
apresentados a seguir na forma de figuras de cuidado materno total (CMT; Figura 4
e 5) e cuidado nao-materno total (CnMT; Figura 6 e 7), eles também foram

sumarizados na Figura 8.

Cuidados maternos totais (CMT)

Para os CMT, a ANOVA de medidas repetidas mostrou um efeito significativo
de:

Linhagem na porcentagem de tempo gasto na construcdo do ninho (Figura
5B - F(1, 96) = 7,75; p < 0,01; SLA16 > SHR);

Prole na postura arqueada (Figura 4B; F(1, 96) = 54,94; p < 0,001; 12
reproducao > 22 reproducédo) e frequéncia de lambidas (Figura 5A — F (1, 95) = 4,99;

p < 0,05; 12 reproducédo > 22 reprodugao);
Dias na postura arqueada (Figura 4B — F(7, 96) = 9,05; p < 0,001) e CMT
(Figura 5C — F(7, 96) = 5,15;_p<0,01). O teste posthoc de Duncan mostra que as

maes fazem mais postura arqueada no segundo DPN, e todos os grupos
apresentam maiores valores de CMT no segundo e terceiro DPN, quando
comparados com todos os outros dias avaliados;

Interagao de linhagem e prole para a postura ndo-arqueada (Figura 4A -
F(1, 96) = 4,17; p < 0,05) e CMT (Figura 5C - F(1, 96) = 30,06; p < 0,001; SLA16 22
reproducdo > SLA16 12 reproducdo e SHR 22 reprodugéo). O teste posthoc de

Duncan mostra que as maes SLA16 apresentam maiores valores para postura nao-
arqueada somente na 2?2 reproducgéo; e que os animais SHR fazem mais CMT do

que as SLA16, somente na 12 reprodugao.
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Figura 4. Comportamentos de cuidados maternos totais das linhagens SHR e SLA16 para a primeira
e segunda prole (Posturas de amamentacéo). (A) Frequéncia e média dos dias em postura ndo-
arqueada. (B) Frequéncia e média dos dias em postura arqueada. (C) Frequéncia e média dos dias
na postura passiva. ###: p<0,001 para a variavel “dias”. &&&: p<0,001 para a variavel “prole”. a:
p<0,05 interagdo “linhagem” e “prole” (posthoc). ANOVA de medidas repetidas com posthoc de

Duncan. Dados representados por média £+ EPM (n = 7 animais por linhagem).
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Figura 5. Comportamentos de cuidados maternos totais das linhagens SHR e SLA16 para a primeira
e segunda prole. (A) Frequéncia e média dos dias para lambidas na prole. (B) Frequéncia e média
dos dias para construgdo e manutengdo do ninho. (C) Frequéncia e média dos dias para os
somatorios dos cuidados diretamente ligados a prole. *: p<0,01 para a variavel “linhagem”. ##:
p<0,01; ###: p<0,001 para a variavel “dias”. &&: p<0,01 para a variavel “prole”. aa: p<0,01 interagao
‘linhagem” e “prole” (posthoc). ANOVA de medidas repetidas com post hoc de Duncan. Dados

representados por média £ EPM (n = 7 animais por linhagem).

Dessa forma, mostramos que as maes SHR e SLA16 apresentam
comportamentos maternos diferentes. No geral, mdes SHR demonstraram maiores
somatoérios de cuidados relacionados aos filhotes na 12 reproducdo. Ambas as
linhagens apresentaram reducdo nas frequéncias de lambidas e amamentagao na
postura arqueada durante a 22 reproducgao, ao passo que maes SLA16 aumentaram

a postura de amamentacao nao-arqueada nesse periodo.
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Cuidados nao Maternos Totais (CnMT)
Para as analises dos CnMT, a ANOVA de medidas repetidas mostrou um
efeito de:
Linhagem para exploracédo da caixa de moradia (Figura 7B - F (1,96) = 6,59;
p < 0,05; SLA16 > SHR);
Prole para alimentando (Figura 6A - F(1, 96) = 10,83; p < 0,01; 12

reproducao > 22 reproducéo) e exploracédo da caixa de moradia (Figura 7B - F (1,96)

= 5,88; p = 0,05; 12 reproducéo > 22 reprodugao);

Dias para alimentando (Figura 6A- F (7, 96) = 6,82; p < 0,001) e CnMT
(Figura 7C - F(7, 96) = 4.82; p < 0,001). O teste posthoc de Duncan mostra que as
maes de todos os grupos se alimentam menos no segundo DPN do que nos outros;
e que as maes de todos os grupos fazem menos CnMT nos dois primeiros dias, em
comparagdes com os outros;

Interagao de linhagem e prole para o periodo que as maes ficaram sem
filhotes (Figura 7A - F (7, 96) = 4,21; p < 0,05) e para CnMT (Figura 7C - F(1, 96) =
6,12; p < 0,05). O teste posthoc de Duncan mostra que as maes SLA16 ficam mais
longe dos filhotes e fazem mais CnMT do que as SHR, somente na primeira

reproducgao.
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Figura 6. Comportamentos exibidos pelas maes SHR e SLA16 nao relacionados ao cuidado com a
primeira e segunda prole. (A) Frequéncia e média dos dias para alimentagdo da mae. (B) Frequéncia
e média dos dias para periodo de autolimpeza. ####: p<0,001 para a variavel “dias”. &&: p<0,01 para
a variavel “prole”. ANOVA de medidas repetidas com post hoc de Duncan. Dados representados por

média £ EPM (n = 7 animais por linhagem).

Em resumo, mostramos que as maes SLA16 exploram mais a caixa moradia
durante os periodos de observagao, independente da experiéncia com a reproducao.
Além disso, maes de ambas as linhagens reduzem o periodo de alimentagao
durante a segunda reprodugdo. Por fim, a experiéncia de cuidar de uma primeira
ninhada parece fazer com que mées SHR aumentam seu periodo longe dos filhotes,

bem como exibam mais comportamentos nao relacionados diretamente a prole.
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Figura 7. Comportamentos exibidos pelas maes SHR e SLA16 néo relacionados ao cuidado com a
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“linhagem”. ###: p<0,001 para a variavel “dias”. &: p<0,05 para a variavel “prole”. a: p<0,05 interagédo
‘linhagem” e “prole” (posthoc). ANOVA de medidas repetidas com posthoc de Duncan. Dados

representados por média + EPM (n = 7 animais por linhagem).
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Figura 8. Representagao grafica comparativa dos cuidados maternos exibidos por SHR e SLA16 na
primeira e segunda reproducdo. (A) Cuidado materno de maes SHR da primeira reproducgédo. (B)
Cuidado materno de mées SLA16 da primeira reprodugado. (C) Cuidado materno de maes SHR da

segunda reproducgdo. (D) Cuidado materno de maes SLA16 da segunda reproducgao.

Ao analisarmos a Figura 8, fica nitido que ocorre uma mudanga no repertorio
comportamental de maes entre a primeira e a segunda reproducdo. Ambas as
linhagens aumentam o tempo de amamentacdo em postura n&o-arqueada e
reduzem o tempo na postura arqueada durante a segunda reprodugdo, sendo 0s
principais responsaveis pela reducdo do CMT apresentada por SHR. Além disso, na
representacdo dos dados no grafico de setores, podemos notar que maes SHR
tendem a reduzir o tempo gasto com os filhotes, enquanto maes SLA16 mantém,

priorizando outras posturas de amamentagao, como nao-arqueada e passiva.
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Avaliagao comportamental das maes

No décimo dia apds o parto, as maes foram submetidas ao CA e a partir daqui
comparamos as maes da primeira e da segunda gestagdo. Na analise do campo
aberto (CA) das maes (Figura 9), a ANOVA mostrou um efeito significativo de
linhagem para a locomocéo total (Figura 9A - F(1, 12) = 24,78; p < 0,05; SLA16 >
SHR); locomocéo periférica (Figura 9B — F(1, 12) = 28,48; p < 0,001; SLA16 > SHR);
entradas na regido periférica (Figura 9C - F(1, 12) = 5,03; p < 0,05; SLA16 > SHR);
locomocéo central (Figura 9D — F(1,12) = 10,46; p < 0,01; SLA16 > SHR); entradas
no centro (Figura 9E — F(1, 12) = 4,80; p < 0,05; SLA16 > SHR); e tempo no centro
(Figura 9F — F(1, 12) = 5,34; p < 0,05; SLA16 > SHR).

A ANOVA também mostrou um efeito significativo de prole para entradas na

periferia (Figura 9C — F(1, 12) = 6,01; p < 0,05; 12 reproducdo < 22 reproducéo);
entradas no centro (Figura 9E — F(1, 12) = 6,07; p < 0,05; 12 reprodugdo < 22

reproducao); e tempo no centro (Figura 9F — F(1, 12) = 5,15; p < 0,05; 12 reprodugao

< 22 reprodugao).
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Figura 9. Avaliagdo da emocionalidade de ratas mées SHR e SLA16 no teste de campo aberto
durante os cuidados da primeira e segunda prole. (A) Locomogao total. (B) Locomogao periférica. (C)
Entradas na periferia. (D) Locomogéo central. (E) Entradas no centro. (F) Tempo no centro. *; p<0,05;
**: p<0,01; ***: p<0,001 para a variavel “linhagem”. &: p<0.05 para a variavel “prole”. ANOVA de

medidas repetidas. Dados representados por média + EPM (n = 7 animais por linhagem).
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Dessa forma, mostramos que os comportamentos locomotores e de
emocionalidade se mantém aumentados em maes SLA16, durante a lactacao,
independentemente da gestagdo. No entanto, alguns parédmetros comportamentais
locomotores e de emocionalidade tendem a aumentar significativamente, nas duas

linhagens, quando essas maes passam por uma segunda reproducao.

Avaliacao da prole

Analise do campo aberto

Apos o periodo do desmame, uma parcela dos filhotes teve o
desenvolvimento acompanhado pela maturagédo sexual e ao longo de algumas
semanas (Apéndice 2). A prole, de ambas as reprodugdes, foi mantida no biotério do
LGC até a fase adulta e tiveram o comportamento analisado no CA (Figura 10 e 11)
e LCE (Figura 12 e 13), aos 4 meses de idade.

Para as fémeas, a ANOVA de duas vias mostrou um efeito significativo de:

Linhagem na locomocao total (Figura 10A - F(1, 52) = 10,49; p < 0,01;
SLA16>SHR); locomocéo periférica (Figura 10B — F(1, 52) = 8,87; p < 0,01;
SLA16>SHR), locomocao central (Figura 10C - F(1, 52) = 7,60; p < 0,01;
SLA16>SHR), entradas no centro (Figura 10D - F(1, 52) = 11,27; p < 0,01;

SLA16>SHR), além do tempo no centro (Figura 10E - F(1, 52) = 6,50; p < 0,05;
SLA16>SHR);

Prole para a locomocéo total (Figura 10A - F(1, 52) = 12,59; p < 0,001; 12
reproducao < 22 reproducgao) e locomocéo periférica (Figura 10B - F(1, 52) = 7,09; p

< 0,05; 12 reproducdo < 22 reproducdo). E interessante observar que ocorreu um
aumento de locomogao total de fémeas SLA16 de segunda reprodug¢do em cerca de

32,15%, sendo acompanhado pela locomocgao periférica;

e Interagcao entre linhagem e prole para locomocéo total (Figura 10A — F(1,
52) = 21,00; p < 0,001); locomocéo periférica (Figura 10B — F(1, 52) = 27,16; p <
0,001) e tempo no centro (Figura 10E — F(1, 52) = 5,06; p < 0,05). O teste posthoc

de Duncan mostra que as fémeas SLA16 da 22 reprodugao se locomovem mais que

todos os outros grupos e que as fémeas SLA16 da 12 reprodugao gastam mais

tempo no centro que todos os outros grupos.
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Figura 10. Influéncia dos cuidados maternos na vida adulta das fémeas da prole no teste de campo
aberto. (A) Locomocgéo total. (B) Locomogao periférica. (C) Locomogéo central. (D) Entradas no
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ANOVA fatorial. Dados representados por média £+ EPM (n = 14 animais por grupo).

Para os machos, o padrao no CA foi bem parecido com o das fémeas, salvo
as proporgoes relacionadas as medidas de cada sexo. A ANOVA demonstrou um
efeito significativo de:

Linhagem na locomocéo total (Figura 11A — F(1, 52) = 5,06; p < 0,05;
SLA16>SHR); locomocédo central (Figura 11C - F(1, 52) = 5,95; p < 0,05;
SLA16>SHR) e entradas no centro (Figura 11D - F(1, 52) = 8,57; p < 0,01;
SLA16>SHR);

Prole para a locomocao total (Figura 11A - F(1, 52) = 5,44; p < 0,05; 1°

IA

reproducgao < 22 reproducédo); locomocao periférica (Figura 11B - F(1, 52) = 5,31; p <

0,05; 12 reprodugao < 22 reprodugao); e tempo no centro (Figura 11E - F(1, 52) =

9,15; p < 0,01; 12 reprodugdo > 22 reproducdo). E interessante observar que, assim
como em fémeas, ocorreu um aumento de locomocgao total de machos SLA16 de
segunda reprodugdo em cerca de 28,91%. Estes dados experimentais sugerem que
pode existir uma relacdo entre os padrdées de cuidados maternos recebidos pelos

filhotes e o perfil de atividade locomotora destes animais na idade adulta;
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Interacao linhagem e prole para a locomocéo total (Figura 11A — F(1, 52) =
5,47; p < 0,01; SLA16 22 reprodugao > SLA16 12 reprodug¢ao, SHR 12 reprodugao,
SHR 22 reprodugéo), locomocao periférica (Figura 11B — F(1, 52) = 7,52; p < 0,01;
SLA16 22 reprodugdo > SLA16 12 reproducdo, SHR 1?2 reproducdo, SHR 22
reprodugao) e tempo no centro (Figura 11E — F(1, 52) = 11,43; p < 0,05; SLA16 12
reproducao > SLA16 22 reproducéo, SHR 12 reprodugao, SHR 22 reproducao).

30 & 214 & 6
= < E ) E
B aa - T = * _I’:
] L £ E -
2 201 ; t 4
2 T s T g 14 = T 8 T
o Q
wg a o
g 8 3
g 10+ g 71 E" 2
Q g =]
3 g :
0 T T T 3 0 T T T - 0 T T T
SHR  SLA16 SHR  SLA16 S:-R SLA|16 S:—|R SLAI16 SIHR SLAI16 SIHR SLAI16
L | L ]
12 Prole 22 Prole 1 Prole 2" Prole 12 Prole 22 Prole
D 214 E 99- &8
*% -
g - =z
5 T g
8 144 T £ 66 <
g T 8 T a
] 2 ==
T 7 :
& 7 g 33
: :
w =
0 T T T 0 T T T
S:—|R SLAIWG S:'|R SLA|16 SHR  SLA16 SHR  SLA16
L | L |
1% Prole 2* Prole 12 Prole 2% Prole

Figura 11. Influéncia dos cuidados maternos na vida adulta dos machos da prole no teste de
campo aberto. (A) Locomocgao total. (B) Locomogao periférica. (C) Locomogao central. (D)
Entradas no centro. (E) Tempo no centro; *: p<0.05; **: p<0.01 para a variavel “linhagem”. &:
p<0.05; &&: p<0.01 para a variavel “prole”. a: p<0.05; aa: p<0.01 interacdo “linhagem” e
“prole” (posthoc). ANOVA fatorial. Dados representados por média + EPM (n = 14 animais

por grupo).
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Analise do labirinto em cruz elevado

Na analise do LCE de fémeas, a ANOVA mostrou um efeito de linhagem para
as entradas nos bracos abertos (Figura 12A - F(1, 52) = 8,22; p < 0,01; SLA16 <
SHR); e interagao linhagem e prole para tempo nos bracos abertos (Figura 12B -

F(1, 52) = 5,06; p < 0,05). O teste posthoc de Duncan mostrou que SLA16 da

segunda reprodugao passa mais tempo nos bragos abertos que os demais.
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Figura 12. Influéncia dos cuidados maternais na vida adulta das fémeas da prole no teste do labirinto
em cruz elevado. (A) Entradas nos bragos abertos. (B) Tempo nos bragos abertos. (C) Entradas em
bragos fechados. (D) tempo nos bragos fechados. **: p<0,01 para a variavel “linhagem”. a: p<0,05
interacdo “linhagem” e “prole”. ANOVA fatorial com posthoc de Duncan. Dados representados com

média + EPM (n = 14 animais por grupo).

Enquanto que para os machos, a ANOVA de duas vias mostrou efeitos
significativos de linhagem nas entradas nos bracos abertos (Figura 13A - F(1, 52) =
6,21; p < 0,05; SLA16>SHR); tempo nos bracos abertos (Figura 13B - F(1, 52) =
5,294; p < 0,05; SLA16>SHR); e tempo nos bracos fechados (Figura 13D - F(1, 52) =
6. 01; p =0,05; SLA16<SHR).

A ANOVA de duas vias também mostrou o efeito de prole no numero de
entradas no bracos fechados (Figura 13C - F(1, 52) = 19,09; p < 0,001; 1°

reproducao < 22 reproducéao).
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Figura 13. Influéncia dos cuidados maternais na vida adulta dos machos da prole no teste do labirinto
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bragos fechados. (D) tempo nos bragos fechados. *: p<0,05 para a variavel “linhagem”. &&&: p<0,001
para a variavel “prole”. ANOVA fatorial. Dados representados com média + EPM (n = 14 animais por

grupo).

Em resumo, mostramos que os filhotes da primeira, ou segunda reprodugao
podem apresentar comportamentos diferentes. Mais especificamente, as crias de
maes experientes (22 reproducao) tendem a permanecer mais nos bragos fechados
da LCE, enquanto SLA16 frequenta mais os bragos abertos. De um modo geral,
machos e fémeas SLA16 tenderam a apresentar maiores valores para as medidas
do CA. Curiosamente, a diferenga de linhagem esperada para a locomogéo total
somente aparece na segunda reprodugédo, tanto para fémeas quanto para machos,
sugerindo uma relacdo entre as diferencas locomotoras das duas linhagens e

ambiente proporcionado pelas maes.
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2.4 DISCUSSAO

No primeiro capitulo desta Tese, nés demonstramos que méaes SHR e
SLA16 apresentam comportamentos maternos diferentes. Durante a segunda
reproducdo, as maes SHR tendem a reduzir o tempo que passam cuidando da prole.
Ambas as linhagens reduzem a frequéncia de lambidas e postura de amamentagéao
arqueada durante a segunda reprodugado, enquanto as maes SLA16 aumentam o
tempo em postura ndo-arqueada e passiva.

Ja para os cuidados néo relacionados aos filhotes, as linhagens reduzem o
periodo de alimentagdo durante a segunda reprodugdo. Para os comportamentos
locomotores e de emocionalidade, observamos que se mantem maiores em SLA16,
nao sendo afetados pelos primeiros dias da lactagdo. No entanto, ao analisarmos os
resultados de CA da prole, observamos que a diferenga de linhagem esperada para
a locomocgao total somente aparece na segunda reprodugado, tanto para fémeas

quanto para machos.

Diferengas de cuidado materno entre SHR e SLA16

Para a avaliagdo do cuidado materno, nossos dados sugerem que a
experiéncia de uma primeira reprodugao altera os padrbes comportamentais
exibidos pela mae na segunda reproducdo. Ja se sabe que nos mamiferos, as
experiéncias que as maes adquirem reforcam, e podem até mesmo ultrapassar os
efeitos que os hormébnios deste periodo da vida irdo exercer sobre este cuidado
(HARLOW, 1963). Isto é importante porque a aptiddo materna ira interferir
diretamente com a sobrevivéncia dos filhotes, uma vez que as experiéncias positivas
aumentam os comportamentos de cuidado e as negativas podem ter efeitos opostos.
O ato de aprender a cuidar da prole comega quando a fémea filhote estd a sendo
cuidada e esta experiéncia ira refletir sobre a sua propria maternidade. Quando as
fémeas jovens sao incluidas no contexto de cuidar dos descendentes que nao sao
seus, tornam-se experientes e aplicam o que aprenderam aos seus proprios
descendentes. Esta familiarizagdo com o contexto dos cuidados maternais promove
que estas ratas tenham maior reconhecimento dos seus proprios filhotes (FLEMING;
MORGAN; WALSH, 1996; FLEMING; ROSENBLATT, 1974; HARLOW, 1963;
HOLMES, 1990).

Consequentemente, podemos inferir que estas méaes tém a capacidade de

aprender a cuidar de suas crias e essa aprendizagem é muito reforcada pela
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experiéncia com movimentos e contato com os filhotes, sendo ainda intensificada
pelos hormdnios envolvidos no poés-parto (FLEMING; MORGAN; WALSH, 1996;
ROSENBLATT, 1983). Variagcbes nestas respostas influenciardo a sobrevivéncia da
prole, uma vez que estes fatores motivam o cuidado das maes com os seus filhotes,
0 que pode resultar em casos de negligéncia ou mesmo de agressao e canibalismo
(FLEMING; MORGAN; WALSH, 1996). Esta aprendizagem através da experiéncia,
pode ajudar a explicar os dados que observamos no segundo periodo de
reproducado, a medida que as maes intensificam alguns cuidados e relaxam noutros.

Seguindo nessa linha, observamos algumas diferencas de linhagem e/ou
reproducdo nas frequéncias de comportamentos exibidas pelas lactantes. Maes
SHR tendem a reduzir os comportamentos ligados a prole e exibir mais
comportamentos ndo ligados diretamente a prole durante a segunda reprodugao,
como aumento do periodo sem contato com filhotes. Trabalhos mostram que
durante a lactagao as maes passam cerca de 85% do dia em contato com os seus
descendentes, principalmente na amamentacdo (GROTA; ADER, 1974).
Consequentemente, a reducdo desse contato por longos periodos, pode
desencadear um aumento dos comportamentos de medo, além de comportamento
social excessivamente agressivo, bem como um desenvolvimento cognitivo
prejudicado (CIERPIAL; SHASBY; MCCARTY, 1987; CHAMPAGNE et al., 2003). Na
literatura, as maes SHR tendem a procurar mais seus filhotes, ao mesmo tempo que
cuidam mais de seus ninhos e de si proprias, com aumento no periodo de
alimentagao, quando comparadas com WKY. Além disso, as maes de SHR sao mais
hiperativas, mesmo quando exploram a caixa de moradia (CIERPIAL; SHASBY;
MCCARTY, 1987; MYERS et al., 1989a).

Ao analisarmos os cuidados diretamente ligados a prole, encontramos
variagcbes nas posturas de amamentacao exibidas pelas lactantes. Maes SLA16
tendem a permanecer por um periodo maior na posi¢cado nao-arqueada cuidando da
segunda prole do que na primeira experiéncia de lactagdo, enquanto as SHR néao
demonstram uma diferenga significativa. Devemos considerar que a fémea pode
amamentar a prole na posicdo nao-arqueada, apesar de ser um pouco menos
comum (VAN VUGT et al., 2014). Myers et al. (1989a) demonstraram que as maes
SHR expunham mais frequentemente essa postura de amamentacéo e eram vistas
durante um periodo mais curto na postura passiva ou em repouso. Como exposto, a

posicdo passiva ou de repouso ocorre quando a fémea amamenta em decubito
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dorsal ou lateral, € geralmente uma consequéncia de periodos de amamentagéo na
posicdo arqueada e a mée fatigada ja ndo sustenta a posi¢ao, sendo uma postura
que favorece filhotes mais velhos e com maior mobilidade (STERN; LONSTEIN,
1996; VAN VUGT et al., 2014). Nao observamos grandes periodos na posigéo
passiva e nem diferenga entre as linhagens, ja que os 9 primeiros dias pés-natal os
filhotes ainda ndo apresentam grande desenvolvimento e mobilidade.

Ao analisarmos a postura arqueada, notamos que as maes SHR tendem a
permanecer mais tempo nessa posi¢cao durante a primeira reprodugcao, no entanto
apresentam uma reducao consideravel na segunda, juntamente com as SLA16.
Esse parametro é frequentemente analisado em conjunto com a frequéncia de
lambidas, uma vez que sado comportamentos com grande influéncia no
desenvolvimento dos filhotes, além de serem considerados indicativos de maes mais
ou menos cuidadoras (CHAMPAGNE et al., 2003; MYERS et al., 1989a). Para esse
parametro, tanto maes SHR quanto SLA16, demonstraram uma reducdo na
frequéncia de lambidas durante a segunda reprodu¢do. Demonstra-se na literatura,
que as maes SHR passam mais tempo lambendo ou cuidando ativamente de seus
filhotes do que as maes WKY (CIERPIAL; SHASBY; MCCARTY, 1987; MYERS et
al., 1989a). Francis e colaboradores (1999) observaram que alteracbes nesses
comportamentos ocorrem naturalmente e vao impactar nos filhotes, podendo ser
transmitido para os descendentes. Maes com padrdes mais altos de lambida e
postura arqueada tendem a ter filhas que exibirdo o mesmo comportamento, sendo
uma via nao-genética diretamente ligada ao cuidado materno.

Variagbes nesses comportamentos de posturas de amamentagdo e
frequéncia de lambidas, parecem estar associadas a interagbes entre estrogénio e
ocitocina em regibes cerebrais no inicio da lactacdo (NUMAN; SHEEHAN, 1997;
PEDERSEN et al., 1994). Ja foi demonstrado que o estrogénio exerce influéncia na
expressao do comportamento das lactantes e uma das regulagdes desse efeito é via
sistema ocitocinérgico (CHAMPAGNE et al., 2001; PEDERSEN, 1997;
ROSENBLATT, 1994). Foi demonstrado que o estrogénio € capaz de aumentar as
ligacbes dos receptores de ocitocina, enquanto a administragdo de ocitocina central
em ratas virgens estimula o aparecimento de comportamentos maternos, no entanto
esse efeito ndo ocorre em ratas ovariectomizadas (PEDERSEN; PRANGE, 1979;
PEDERSEN et al., 1982, 1985). Nos mamiferos em geral, a ocitocina esta envolvida

desde o controle da amamentacdo até a modulagdo dos comportamentos de
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cuidados maternos, ligagdo mae-bebé, plasticidade neuronal materna, protegéo da
ninhada entre tantos outros comportamentos (KIM; STRATHEARN, 2016; MEYZA,
KNAPSKA, 2017; RICKENBACHER et al., 2017; ROBINSON et al., 2015).
Aparentemente, a ocitocina tem grande influéncia sobre comportamentos de
amamentagao e lambida, no entanto pouco interfere no periodo que a mae passa
em contato com o filhote. Sendo um horménio importante para o inicio dos
comportamentos de cuidado, mas sozinho n&o é capaz de manter (FAHRBACH,;
MORRELL; PFAFF, 1985).

Quando o trazemos para o contexto das nossas linhagens, € importante
salientar que os animais SLA16 sao congénicos e geneticamente muito préximos de
SHR. Por tanto podemos apresentar a regiao de alelos LEW do cromossomo 4 como
uma explicagdo plausivel, podendo até mesmo ser mais sensivel as mudangas
observadas entre as duas reproduc¢des. Esta regido chamada de Anxrr16, o primeiro
QTL relacionado com a ansiedade identificada por Ramos et al. (1999), contém
cerca de 86 Mpb e mais de 950 genes (DE MEDEIROS et al., 2013, 2014). Nesta
regido também encontramos o gene para o receptor de ocitocina (Oxtr) que, como
demonstrado, é de vital importancia para esse periodo do desenvolvimento, sendo
um gene potencialmente interessante para novos estudos do nosso grupo. Ou segja,
devido a construgdo genética, os animais SHR e SLA16 podem apresentar
polimorfismos neste gene, podendo os alelos LEW deixarem os animais mais
sensiveis as influéncias estudadas, podendo afetar o sistema ocitocinérgico. Por
exemplo, um polimorfismo de nucleotideo uUnico (SNP) no gene do receptor de
ocitocina de ratos demonstrou afetar o padrao de lambidas no inicio da vida e na
vida adulta (LAUBY et al.,2021) . Para humanos, variagdes genéticas no Oxitr
podem afetar o apego infantil (CHEN et al., 2011), desordens psiquiatricas (COSTA
et al., 2009; MONTAG et al., 2013), disturbios alimentares (CATLI et al., 2021; KIM et

al., 2015), entre outros.

Padrao comportamental de ratas lactantes no campo aberto

Para avaliar a influéncia do periodo de lactacdo na emocionalidade das
maes, realizamos o teste do CA. Desde a criacdo da linhagem, trabalhos do nosso
grupo vem demonstrando que animais da linhagem SLA16 tendem a apresentar
maior locomogao, bem como maior exploragdo da regidao central do aparato (DE
MEDEIROS et al., 2013; GRANZOTTO et al., 2023). Essa caracteristica de SLA16

CONFERE COM ORIGINAL, cépia extraida de documento original de acordo com o Art. 5° do Decreto n° 83.936/79.


https://sciwheel.com/work/citation?ids=6025720,9854946,3954935,9477824&pre=&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0,0&dbf=0&dbf=0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=6025720,9854946,3954935,9477824&pre=&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0,0&dbf=0&dbf=0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=938069&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=938069&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=9749370&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=12685112,12684767&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=12685154&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=3846842&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=3846830,3511594&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=3846830,3511594&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14460074,14460073&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14460074,14460073&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14458303,12685112&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14458303,12685112&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0

56

nao se altera no periodo de lactagdo. As maes SLA16 apresentaram valores
elevados para todas as medidas avaliadas no CA, quando comparadas com SHR.
No entanto, a experiéncia de uma segunda reproducdo parece ter uma influéncia
nas entradas na regiao periférica e central, além do tempo que os animais passam
explorando o centro do aparato. Talvez a experiéncia da primeira reprodugao pode
tornar esses animais mais sensiveis aos efeitos aos horménios da lactacido. Ja foi
demonstrado que animais Wistar apresentam uma redug¢do do comportamento de
ansiedade/emocionalidade durante a lactacdo, quando comparados com 0s animais
nao lactantes, uma vez que o aumento da secre¢cdo de hormébnios do parto e
horménios do periodo de lactagcédo, tais como prolactina e ocitocina, ja foram
descritas com propriedades ansioliticas (FERREIRA et al., 2002; FLEMING;
ROSENBLATT, 1974; ROSENBLATT, 1980). Em estudos com fémeas virgens, ou
ovariectomizadas, expostas a adog¢ao de ninhadas e sensibilizadas com estrogénio,
simulando o inicio da lactagc&do, os ratos mostraram maior agressividade e menos
medo, como lactantes verdadeiras, o que pode inferir que tanto os cuidados
maternais como o sistema enddcrino serdo responsaveis pela modulagdo destas
respostas de ansiedade (HANSEN; FERREIRA, 1986; MAYER; AHDIEH;
ROSENBLATT, 1990).

Vale ressaltar que apesar da grande importancia do fator experiéncia, nao
podemos deixar de citar o fator idade materna como algo a ser pensado nessas
variagcbes comportamentais, uma vez que essas fémeas de segunda reprodugéao ja
estao préximas aos seis meses de idade e matrizes de nosso laboratério geralmente
reproduzem até completarem um ano. Ja foi demonstrado que a idade pode afetar o
comportamento de exploracéo de ratas no LCE (IMHOF et al., 1993). Além disso, um
trabalho do nosso grupo demonstrou que fémeas SHR e SLA16 tendem a flutuar os
padrées de locomocao ao longo de suas vidas no CA, com redugdes consideraveis

na locomogéo total proximo a um ano de idade (GRANZOTTO et al., 2023).

Influéncias do cuidado materno no comportamento da prole adulta

Ao avaliarmos os filhotes dessas lactantes, ja na fase adulta, podemos
perceber que esses padrdes de cuidado apresentados pelas méaes parecem ser de
grande relevancia para o aparecimento do fendtipo de locomogéo diferencial em
nossas linhagens. Quando avaliamos o padrao de grafico exibido para locomogao

total e locomogéao periférica de machos e fémeas observamos que o efeito de maior
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locomogéao caracteristico da linhagem SLA16 nao aparece em filhotes de primeira
prole, mas € observado na segunda prole. Como exposto, esse efeito pode estar
relacionado as mudancas de posturas de amamentacdo e lambidas observadas
durante a segunda reprodugdo e talvez uma maior sensibilizacdo da regido
diferencial do cromossomo 4. Em contrapartida, os padrées descritos na literatura
para os demais parametros do CA aparecem logo na primeira prole.

Champagne et al. (2003) pontua que as variagdes de cuidados maternos nao
devem ser utilizadas para dizer se a rata € uma méae “boa” ou “ruim”. No entanto,
aqui devemos mencionar que a reducdo nas lambidas e postura arqueada na
segunda reproducao pode ajudar a entender o efeito observado. Ja foi demonstrado
que os descendentes criados por maes que tém niveis mais baixos de lambidas e
posicdo arqueada apresentam taxas mais elevadas de ansiedade (KAN;
CALLAGHAN; RICHARDSON, 2016) . Além disso, estas mudangas nos cuidados
maternais podem influenciar os sistemas neuroendécrinos. Liu et al. (1997)
demonstraram que os machos tratados por maes com baixa frequéncia de lambidas
apresentam alteragdes na expressado genética e proteinas relacionadas com o eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) na regido hipocampo e hipotalamo, com redugao
da liberacao de corticotrofina e reducao dos receptores glicocorticoides.

Majdak et al. (2016) ao trabalhar com animais de “alta-atividade” (High-
Active), um modelo genético para hiperatividade, demonstrou um alto padrdo de
negligéncia e injuria por parte dessas maes. Essas maes hiperativas exibiam
menores valores para lambidas e postura arqueada, gerando um ambiente que
variava desde estressor até mortal quando cuidavam de uma ninhada de animais
controle. Somado a isso, filhotes de alta-atividade cuidados por maes controle
reproduziam o padrdao de comportamento hiperativo, reforcando a ideia da
hiperatividade como um fator fortemente genético. No entanto, apesar da
hiperatividade dos nossos animais, essa explicacdo reforcando o fator genético nao
€ 0 que observamos para SLA16. Independentemente da importadncia do aporte
genético para o desenvolvimento dessa caracteristica da nossa linhagem, o fenétipo
conhecido sé passou a ser observado com as alteragdes de cuidados demonstradas
pelas maes. Vale salientar que mesmo com redugdes nas caracteristicas de lambida
e postura arqueada, ndo podemos considerar maes SLA16 como negligentes uma

vez que aumentam outras formas de cuidados. Seria mais plausivel propor uma
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modulagdo desses genes relacionados a hiperatividade pelo ambiente materno,
sendo influenciado pela experiéncia de ser méae.

Existe uma vasta literatura demonstrando que diferentes fatores ambientais
possuem influéncias nas respostas comportamentais de ratos a diferentes aparatos,
mesmo para animais com mesmo background genético. Um trabalho recente
demonstrou que o sexo do experimentador pode influenciar nas respostas ao campo
aberto. Ratas demonstraram um comportamento mais ansioso quando manipuladas
por um experimentador masculino, sendo resultados de estimulos olfatérios e visuais
ocasionando maiores valores de corticosterona e menores niveis de ocitocina
circulantes (FARAJIl et al., 2022). Em outro trabalho, Izidio et al. (2005) estudou a
influéncia de algumas variaveis ambientais laboratoriais nos fenotipos
comportamentais de LEW e SHR, e nao foram observadas alteracées na resposta
ao CA com relacdo a familiaridade com o experimentador. Mas esse trabalho
mostrou que a posi¢cdo da gaiola na estante do biotério influéncia nessa resposta,
pois animais criados em prateleiras superiores demonstraram ser menos ansiosos.
Essas alteragdes tém sido estudadas por grupos de pesquisa e incorporadas nas
rotinas de laboratério, demonstrando cada vez mais que além das questbes
genéticas as relagdes com diferentes situagdes ambientais devem ser levadas em
consideragdo, e a avaliacdo do ambiente materno demonstrou ser um fator de
grande relevancia para as influéncias causadas pelo cromossomo 4.

Depois do exposto, € importante ressaltar o papel da epigenética na
modulagao genética as respostas ambientais. Essas respostas podem ser causadas
por uma série de mecanismos que acarretam alteragcdes “extra-gene” observadas,
como processos de metilagdo da fita do acido desoxirribonucleico (DNA - o inglés
deoxyribonucleic acid), acidos ribonucleicos (RNA - do inglés robonucleic acid) de
interferéncia, alteracdes de histonas e na compactacao da fita de DNA, alterando a
cromatina (TURNER, 2001). Uns dos primeiros trabalhos relacionando epigenética e
cuidado materno, demonstrou que taxas aumentadas de lambidas e amamentagao
em postura arqueada acarreta redugdo da metilagdo no gene promotor do receptor
de glicocorticoide na regido do hipocampo, aumentando os niveis do receptor, que
pode ser revertida quando ocorre a adogao cruzada entre maes muito lambedoras e
pouco lambedoras (WEAVER et al., 2004). Champagne e colaboradores (2006),
demonstraram que baixos niveis de lambidas maternas estdo associadas a altos

niveis de metilacdo do promotor do receptor de estrogénio a (ERa) de descendentes
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fémeas. Essa metilacdo pode interferir na regido de ligacdo do transdutor de sinal e
ativador da Stat-5, importante para a transcricdo do receptor. Os autores
demonstram que essa alteracdo pode ser manter na fase adulta, e que diferencas
nos padrdes de cuidado materno podem estar associadas a efeitos epigenéticos, na
prole feminina, causando mudangas a longo prazo em genes relacionados ao
préprio cuidado materno e podendo influenciar outras geragdes.

Apos o exposto no decorrer deste capitulo, podemos dizer que as
particularidades no cuidado materno de cada linhagem tém papel importante no
desenvolvimento da prole, que se reflete na fase adulta. Dessa forma, € necessario
entender como se dao os fatores “ambiente materno” versus “genética da linhagem”

no desenvolvimento dessas caracteristicas.
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2.5 CONCLUSOES CAPIiTULO 1

O presente capitulo caracterizou, pela primeira vez, os parametros de
cuidados maternos das linhagens SHR e SLA16. Demonstramos que as duas
linhagens apresentam padrdes de cuidados diferentes, os quais sofrem alteragdes
com a experiencia de uma segunda reproducdo. Os dados demonstram que a
experiencia materna leva maes SHR a reduzirem os cuidados e tempo despendidos
com a prole. Ja maes SLA16 mantém a frequéncias de cuidados, no entanto, sofrem
uma alteracdo principalmente nas posturas de amamentagao, o que parece refletir
nos dados de locomog¢ao dos seus filhotes no teste do campo aberto. Essas
alteragdes que ocorrem entre a primeira e a segunda reproducao podem refletir, ao
menos em parte, nas diferencas de locomog¢ao no CA e LCE. Por fim, o presente
capitulo abre um leque de possibilidades de investigagdo da influéncia desse
momento mais inicial de desenvolvimento pds-natal na regido diferencial do

cromossomo 4.
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CAPITULO 2

O paradigma da adogao cruzada

O Paradigma da adogédo cruzada € uma técnica utilizada com diferentes
finalidades, sendo considerada muito eficaz para estudar separadamente o efeito do
ambiente promovido pela mae das influéncias genéticas que os filhotes trazem ao

nascer.

CONFERE COM ORIGINAL, cépia extraida de documento original de acordo com o Art. 5° do Decreto n° 83.936/79.



62

3.1 OBJETIVOS
Objetivo Geral

Analisar o efeito da adog¢ao cruzada em fendtipos importantes de animais
adultos SHR e SLA16.

Objetivos Especificos
e Realizar o paradigma da adog¢ao cruzada entre as linhagens SHR e SLA16;
e Investigar a influéncia da adogédo cruzada no estabelecimento da presséo
arterial;
¢ |Investigar a influéncia da adog¢ao cruzada no perfil locomotor e emocional das
linhagens SHR e SLA16.
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3.2MATERIAL E METODOS

i. Animais
Foram utilizados ratos (Rattus novergicus) das linhagens SHR e SLA16 de
ambos os sexos, criados no LGC (como descritos anteriormente), a partir das 15
semanas de vida. As fémeas foram mantidas em grupos de 5 individuos por gaiola e
os machos em grupos de 3 ou 4 por gaiola, até os 4 meses de idade. A temperatura
do biotério se manteve entre 20°C e 24°C com ciclo claro/escuro de 12/12h com as
luzes acesas as 7h.
Todos os protocolos descritos a seguir foram aprovados pelo comité de ética
no uso de animais (CEUA) da UFSC, com numero de protocolo 5863250220.

ii. Adocgao cruzada

Aos 4 meses, fémeas e machos, de ambas as linhagens, foram colocados
para acasalar na propor¢ao de 2 fémeas para 1 macho por um periodo de 10 dias.
As matrizes foram organizadas em blocos experimentais distribuidos por periodos
diferentes ao longo da analise, variando os meses do ano e as geracdes dos
animais. Para esse capitulo, utilizamos animais SHR das geracdes G54 até G56, e
SLA16 das geragdes N10F29 até N10F31.

ApoOs o acasalamento, as fémeas foram separadas e o nascimento dos
filhotes foi monitorado. Ao constatarmos o nascimento, ao final do dia as maes
foram alocadas em um dos 3 grupos (6 maes por linhagem): controle, adogcao e
adocao cruzada (Figura 12).

No grupo controle (CNT), as maes foram deixadas com suas préprias
ninhadas. No entanto, fizemos a padronizagcdo no numero de filhotes, deixando no
maximo 3 fémeas e 3 machos por ninhada, quando possivel.

No grupo adogao (ADC) foram trocadas as maes de mesma linhagem, logo
maes SLA16 cuidavam de filhotes de outras SLA16 e maes SHR cuidavam de
filhotes de outras SHR. No grupo adogao cruzada (ACZ) ninhadas de uma mae
SLA16 foram criadas por uma mae adotiva SHR e ninhadas SHR criadas por uma
mae adotiva SLA16 (OLEJNIKOVA et al., 2018).
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Figura 14. Distribuicdo das maes e filhotes entre os grupos controle, adogéo e adogao cruzada.

Para os grupos que passaram pelo processo de adogao, os filhotes também
foram padronizados na proporcdo 3 machos e 3 fémeas. Esses filhotes foram entao
retirados das suas méaes biologicas, passados na maravalha suja da nova caixa e na
barriga e regido ano-genital da mé&e adotiva, por fim alocados no ninho da mae

adotiva. Entre as trocas de ninhadas as luvas eram higienizadas com alcool 70°.

iii. Campo aberto
Aos 4 meses de idade, os filhotes foram analisados no CA sob as mesmas
condigdes ja descritas no capitulo anterior. Os animais foram posicionados no centro

do aparato e filmados durante 5 minutos com iluminagao de 12 lux.

iv. Labirinto em cruz elevado
Aos 4 meses de idade, os filhotes foram analisados no LCE sob as mesmas
condigdes ja descritas no capitulo anterior. Os animais foram posicionados no centro

do aparato e filmados durante 5 minutos com iluminagao de 12 lux.
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V. Aferi¢cado da pressao arterial

Os filhotes, ao completarem 4 meses de idade, passaram pela avaliagdo da
Pressao Arterial Sistdlica (PAS), medida por método nao invasivo de pletismografia
de cauda em todos os filhotes, com duragdo de 10 a 15 min. Os animais foram
habituados previamente ao aparelho no dia anterior ao dia da aferigéo.
Posteriormente, foram submetidos a duas medidas de pressao arterial, sendo a
meédia desses valores utilizada como a pressao do animal.

Todas as anadlises foram realizadas em sala com temperatura controlada
(30°C), na qual os animais eram habituados por 30 minutos antes de serem
avaliados. As medidas foram obtidas através de esfignomamometro de cauda, desse
modo o animal foi imobilizado dentro de um contensor apropriado para o seu
tamanho, juntamente com uma manta de aquecimento que auxilia na vasodilatagao
na cauda. O esfignomanémetro foi entdo insuflado até a obstrugdo total do fluxo
sanguineo para a artéria caudal e, em seguida o aparato foi esvaziado lentamente
até obtencédo dos picos de pressédo, registrados em um sistema de aquisicdo de

dados (Programa LabChart, versao 7.0).

Vi. Analises Estatisticas
Os dados foram examinados com estatisticas paramétricas e apresentados
como média  erro padrédo da média (EPM). As comparagdes foram realizadas pelo
ANOVA duas vias. Quando necessario, foi realizado o pods-teste de Duncan. Os
valores de p < 0,05 foram considerados significativos. Todas as analises foram feitas
utilizando o software Statistica 10 (Statsoft, Tulsa, OK, EUA) e os graficos foram

construidos em GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc., EUA).
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3.3 RESULTADOS
Aos 4 meses, a prole foi submetida ao CA, LCE e analise de PAS, para
identificarmos a influéncia da criagdo das maes no estabelecimento das

caracteristicas de individuos adultos das linhagens SHR e SLA16.

Analise do campo aberto

No CA das fémeas, a ANOVA de duas vias demonstrou um efeito de
linhagem para os parametro de locomocao total (Figura 15A — F(1, 66) = 12,62; p <
0,001; SLA16 > SHR), locomocéo periférica (Figura 15B — F(1, 66) = 11,71; p < 0,01;
SLA16 > SHR), locomocao central (Figura 15C — F(1, 66) = 9,50; p < 0,01; SLA16 >
SHR) e numero de entradas no centro (Figura 15D — F(1, 66) = 16,27; p < 0,001;
SLA16 > SHR).

A ANOVA também demonstrou efeito da adog¢ao para a locomocéao total
(Figura 15A — F(2, 66) = 4,82; p < 0,01); locomocao periférica (Figura 13B — F(2, 66)
= 4,51; p < 0,05); locomocédo central (Figura 15C — F(2, 66) = 9,50; p < 0,01); e
numero de_entradas no centro (Figura 15D — F(2, 66) = 5,92; p < 0,01). O posthoc de

Duncan demonstrou que a adog¢ao cruzada (ACZ) aumentou as locomogdes e
entradas no centro das duas linhagens.

Por fim, a ANOVA demonstrou interag¢ao linhagem e adog¢ao para entradas
no centro (Figura 15D - F(2,66) = 3,32; p < 0,001). O posthoc de Duncan
demonstrou que a adogdo (ADC) diminuiu as entradas no centro especificamente

nos animais SHR.
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Figura 15. Influéncia da adocdo e adogdo cruzada em fémeas da prole SHR e SLA16 no teste do
campo aberto. (A) Locomogao total. (B) Locomogao periférica. (C) Locomogao central. (D) Numero de
entradas no centro. (E) Tempo no centro. CNT: controle. ADC: Adogdo. ADZ: Adocdo cruzada. **:
p<0,01; ***: p<0,001 para a variavel “linhagem”. b: p<0,05; bb: p<0,01 interagdo “linhagem” e
“adogao” (posthoc). ANOVA fatorial. Dados representados por média + EPM (n = 12 animais por

grupo).

No CA dos machos, a ANOVA de duas vias demonstrou um efeito de
linhagem para os parametro de locomocao total (Figura 16A — F(1, 65) = 14,14; p <
0,001; SLA16 > SHR), locomocao periférica (Figura 16B — F(1, 66) = 9,25; p < 0,01;
SLA16 > SHR), locomocéo central (Figura 16C — F(1, 66) = 13,19; p < 0,001; SLA16
> SHR) e numero de entradas no centro (Figura 16D — F(1, 66) = 5,62; p < 0,05;
SLA16 > SHR).

A ANOVA demonstrou também efeito de adogao para locomocado total
(Figura 16A — F(2, 65) = 11,94; p < 0,001), locomocao periférica (Figura 16B — F(2,
66) = 11,22; p < 0,001) e locomocéo central (Figura 16C - F(2, 66) = 5,48; p < 0,01).

O posthoc de Duncan demonstrou que a adogao cruzada (ACZ) aumentou as

locomogdes das duas linhagens.
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Figura 16. Influéncia da adocdo e adogdo cruzada em fémeas da prole SHR e SLA16 no teste do
campo aberto. (A) Locomogéo total. (B) Locomogéo periférica. (C) Locomogao central. (D) numero de
entradas no centro. (E) Tempo no centro. CNT: controle. ADC: Adugdo. ADZ: Adogao cruzada. *
p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001 para a variavel “linhagem”. bb: p<0,01; bbb: p<0,001 interagédo
“linhagem” e “adogdo” (posthoc). ANOVA fatorial. Dados representados por média + EPM (n = 12

animais por grupo).

De maneira geral, estes dados sugerem que a ACZ é capaz de exacerbar
ainda mais a atividade locomotora geral e a locomogdo no centro de fémeas e
machos das duas linhagens, que ja sdo consideradas hiperativas e de baixa

emocionalidade.

Analise do labirinto em cruz elevado

Na analise do LCE de fémeas, a ANOVA mostrou um efeito de linhagem para
as entradas nos bragos abertos (Figura 17A - F(1, 66) = 9,76; p < 0,01; SLA16 >
SHR); tempo nos bracos abertos (Figura 17B - F(1, 66) = 4,57; p < 0,05; SLA16 >
SHR) e tempo nos bracgos fechados (Figura 17D - F(1, 66) = 6,04; p < 0,05; SLA16 <
SHR). Além disso, foi observada interagao linhagem e adog¢ao para entradas nos
bracos abertos (Figura 17A - F(2, 66) = 6,26; p < 0,01). O posthoc de Duncan

mostrou que os animais do grupo adocao cruzada apresentaram diferencas nos
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valores de entradas nos bragos abertos. Sendo aumentados para SHR e reduzidos

para SLA16 em comparagdo com 0s grupos controle e adogao.
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Figura 17. Influéncia da adogéo e adogao cruzada em fémeas da prole SHR e SLA16 no teste do
labirinto em cruz elevado. (A) Entradas nos bragos abertos. (B) Tempo nos bragos abertos. (C)
Entradas nos bracos fechados. (D) Tempo nos bracos fechados. CNT: controle. ADC: Aducéo. ADZ:
Adocédo cruzada. *: p<0,05; **: p<0,01 para a variavel “linhagem”. bb: p<0,01 interacédo “linhagem” e
“adogao” (posthoc). ANOVA fatorial. Dados representados por média £+ EPM (n = 12 animais por

grupo).

Enquanto que para os machos, a ANOVA de duas vias mostrou efeitos
significativos de linhagem nas entradas nos bracos abertos (Figura 18A - F(1, 66) =
22,50; p < 0,001; SLA16>SHR); tempo nos bracos abertos (Figura 18B - F(1, 66) =
15,89; p < 0,001; SLA16>SHR); entradas nos bracos fechados (Figura 18C - F(1, 66)
=4,10; p £ 0,05; SLA16>SHR) e tempo nos bracos fechados (Figura 18D - F(1, 66) =
5,59; p < 0,05; SLA16>SHR). Além disso, foi observada interagao linhagem e

adogao para tempo nos bragos abertos (Figura 18B - F(2, 66) = 5,40; p < 0,01) e
tempo nos bracos fechados (Figura 18D - F(2, 66) = 3,98; p < 0,05). O posthoc de

Duncan mostrou que os animais do grupo adoc¢ado cruzada apresentaram aumento
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nos tempos nos bragos abertos e redugao nos tempos nos bragos fechados, quando

comparados com 0s grupos controle e adogao.
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Figura 18. Influéncia da adogédo e adogédo cruzada em machos da prole SHR e SLA16 no teste do
labirinto em cruz elevado. (A) Entradas nos bragos abertos. (B) Tempo nos bragos abertos. (C)
Entradas nos bracos fechados. (D) Tempo nos bragos fechados. CNT: controle. ADC: Adugdo. ACZ:
Adogédo cruzada. *: p<0,05; ***: p<0,001 para a variavel “linhagem”. b: p<0,05; bb: p<0,01 interacao
“linhagem” e “adogédo”. ANOVA fatorial. Dados representados por média + EPM (n = 12 animais por

grupo).

De maneira geral, estes dados sugerem que a ACZ é capaz de influenciar a
exploracdo de areas abertas, consideradas aversivas, do aparado para fémeas e
machos. Principalmente para machos, que aumentaram o tempo de exploracao

dessa regido em comparagdo com os demais grupos.

Analise de pressao arterial

Para a analise PAS de fémeas, a ANOVA de duas vias demonstrou efeito de
linhagem (Figura 19A — F(1, 65) = 4,94; p <0,001; SHR > SLA16); e também uma
interagao entre linhagem e adog¢ao (Figura 19A — F(1, 65) = 3,23; p < 0,05). O
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teste posthoc de Duncan demonstrou que a adogéao (ADC) e adocgao cruzada (ACZ)
aumentam a pressao arterial das fémeas SLA16.

Para a analise de PAS de machos, a ANOVA de duas vias demonstrou
efeito de linhagem (Figura 19B — F(1, 65) = 14, 28; p < 0,01; SHR > SLA16); e
também uma interagao entre linhagem e adog¢ao (Figura 19B — F(1, 65) = 6,70; p <
0,05). O teste posthoc de Duncan demonstrou que a adogao cruzada (ACZ) diminui

a pressao arterial dos machos SHR e aumenta a pressdo dos machos SLA16.
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Figura 19. Influéncia da adocdo e adocéo cruzada na pressado arterial sistdlica da prole SHR e
SLA16. (A) Medidas de pressao arterial de fémeas. (B) Medidas de presséo arterial de machos. CNT:

controle. ADC: Aducdo. CRS: Adogao cruzada. *: p<0,05; **: p<0,01 para a variavel “linhagem”. b:

p<0,05 interagao “linhagem” “adog¢do”. ANOVA de duas vias. Dados representados por média + EPM

(n =12 animais por grupo).

Em resumo, o protocolo de adog¢ao cruzada alterou os parametros de pressao
dos grupos ACZ, tornando os niveis de PAS, principalmente de machos, mais

proximos ao conhecido de suas mées bioldgicas e seus respectivos controles.
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3.4 DISCUSSAO

Como observado, a troca de ninhadas entre as linhagens foi capaz de
exacerbar a atividade locomotora geral e central no CA, tanto para fémeas quanto
para machos das duas linhagens. Além disso, o protocolo demonstrou resultados
interessantes, principalmente para machos do grupo adocado cruzada, que
apresentaram alteragdes de pressdo que os aproximam do esperado para suas
linhagens adotivas.

Os dados do presente capitulo sugerem que o grupo adogéo cruzada (ACZ)
elevou a locomogéao geral e diminuiu a emocionalidade de animais fémeas e machos
das duas linhagens. Para os demais parametros analisados, observamos um efeito
predominante de linhagem, com SLA16 exibindo maiores taxas de locomogao nas
duas areas do aparato. Como ja foi demonstrado na literatura do nosso grupo, os
animais da linhagem SLA16 tende a apresentar maiores locomog¢des no CA (DE
MEDEIROS et al., 2013; RAMOS et al., 2022).

A resposta da adogao cruzada ao teste do CA é controversa. Alguns estudos
demonstram que o cruzamento das ninhadas n&o altera o comportamento dos
individuos nesse teste (HOWELLS; BINDEWALD; RUSSELL, 2009; YAMAMURO,
2008). Entretanto, outros autores demonstram diferengas nas respostas ao aparato
por vezes relacionado ao sexo do animal ou a linhagem especifica
(GOMEZ-SERRANO et al., 2001; SIVIY et al.,2017). Nossos dados demonstram
maiores locomogdes para animais SLA16, no entanto é possivel notar que os
animais SHR criados por mées SLA16 tendem a apresentar valores parecidos aos
do SLA16 controle. Outros trabalhos ja demonstraram que ratos SHR quando
criados por maes WKY demonstram uma atividade consideravelmente mais alta no
CA, quando comparados com SHR dos grupos controle e adogéo, e na maioria dos
casos 0s grupo controle e adogao nao foram significativamente diferentes entre eles
(CIERPIAL et al., 1989). Contudo, Howells et al. (2009) demonstram que essa maior
locomocao de SHR independe da troca de linhagem materna, uma vez que SHR é
mais hiperativo quando comparados a WKY. No entanto, nosso trabalho demonstra
que animais SHR respondem ao paradigma da adog¢ao cruzada quando comparados
com SLA16.

Nossos dados demonstram que a troca da linhagem das proles exerce efeito
nas respostas dos individuos adultos. Apesar das diferencas de locomocédo no CA

entre as linhagens serem mantidas, é possivel observar que a adogao cruzada eleva
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ainda mais essas respostas para animais SLA16 criados por mades SHR. E
interessante notar que animais SHR criados por maes SLA16 chegam a apresentar
taxas de locomocéo total, periférica e central muito parecidas com os controles de
SLA16. O processo de adogao gera estresse para mées e filhotes, como ja descrito
anteriormente, no entanto ndo observamos diferengas significativas entre os grupo
controle e adogdo de ambas as linhagens. Dessa forma, podemos sugerir que o
procedimento de adogédo cruzada, juntamente com o ambiente materno, propicia
essas alteragbes observadas no grupo ADZ.

Apesar do cuidado materno néao ter sido exatamente o foco desse capitulo,
ele possui relagcdo com as caracteristicas analisadas. Ja foi demonstrado que o
somatério de 3 comportamentos maternos - contato com os filhotes, postura de
amamentacdo arqueada e a frequéncia de lambidas — foram positivamente
correlacionados com o desenvolvimento do aumento de presséo arterial em animais
SHR. Esse mesmo grupo, realizou o cruzamento de SHR e WKY, gerando uma
ninhada com fendtipos intermediarios entre as duas linhagens, seguido da adogao
cruzada entre F1. Nesse contexto as maes SHR e WKY nao diferiram em nenhuma
das variaveis analisadas de cuidado materno quando criavam animais F1, com
excegao da postura de amamentacédo passiva maior para maes SHR. No entanto,
nao foram observadas diferencas na pressao arterial desses animais, ainda que o
valor apresentando nao era o mesmo intermediario demonstrado por animais que
nao tiveram as mées trocadas (MYERS et al., 1989b, 1989a).

A analise da pressao arterial, demonstrou que a troca de maes de outra
linhagem, altera significativamente a pressao arterial aproximando com os valores
apresentados pelos animais de seus respectivos controles, principalmente para
machos. Essa diferenga de presséo entre SHR e SLA16 ja é estabelecida em nosso
grupo, uma vez que animais SHR possuem uma pressao arterial elevada, quando
comparados com animais SLA16, enquanto animais SLA16 sdo um pouco mais
préximos do normotenso (GRANZOTTO et al., 2023; Fadanni et al., in print). Além
disso, um efeito semelhante de alteragao de pressao arterial foi observado em nosso
grupo ao trocar a microbiota de ambas as linhagens (BOEDER, 2019). Essa linha de
investigacao relacionando microbiota e adog&o cruzada tem crescido bastante, uma
vez que os filhotes trocados sdo expostos a microbiota da nova mée, trabalhos mais
recentes vém demonstrando a importancia materna para a colonizagdo de

microbiota nos filhotes, sendo a troca de maes uma metodologia para esses
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estudos, controlar a microbiota materna permite controlar diferentes aspectos
genéticos de um mesmo background genético (ABBOUD et al., 2021; DAFT et al.,
2015). Alguns estudos com SHR sugerem que esses animais apresentam alteragdes
de microbiota quando comparados com WKY, essas disbioses se estabelecem
paralelamente ao desenvolvimento da hipertensdo por esses animais e ja foi
demonstrado que esta relacionada com o desenvolvimento da hipertensdo nessa
linhagem (ADNAN et al., 2017; YANG et al., 2015). O tratamento de ratos SHR com
antibidtico ou transplante fecal demonstrou redu¢cdo nos niveis de pressao arterial
desses animais (GALLA et al.,2018). Além disso, Cierpial e McCarty (1987),
demonstraram que filhotes SHR apresentavam menores niveis de pressdo quando
criados por maes WKY (normotensas), atribuindo essa mudanga as altera¢gdes no
cuidado materno que ambas as linhagens apresentam. Trabalhos mais recentes
questionam o resultado e atribuem a troca de microbiota neonatal entre maes
adotivas e prole adotada, que resultaria em alteragdes significativas no sistema
imune juntamente com a redugéo da pressao (ABBOUD et al., 2021).

Somado a isso, podemos ressaltar ainda que além do cuidado materno, a
troca de ninhadas também proporciona um ambiente diferente para as ninhadas.
Alguns fatores tém sido relacionados com o desenvolvimento da hipertensdao no
ambito nutricional. Além das posturas de amamentagdao que possibilitam mais ou
Menos acessos as mamas, a propria composicao do leite pode ser diferente entre
linhagens, incluindo eletrélitos e moléculas biologicamente ativas (MCCARTY;
FIELDS-OKOTCHA, 1994; MYERS et al., 1989b; STERN; YU; CROCKETT, 2002).

Por fim, vale destacar que o ambiente materno ao qual os animais foram
expostos nesse segundo bloco experimental € completamente diferente do ambiente
ao qual foram expostos no bloco experimental anterior. Todos os grupos sofreram
manipulagéo, troca de ninho ou simulagédo da troca e redug¢do de ninhada, gerando
um ambiente consideravelmente estressor para maes e filhotes. Ja foi demonstrado
que a reducgao da ninhada poder alterar o ambiente nutricional e gerar alteragdées no
cuidado materno, modificando as respostas a estimulos estressores que irdo
impactar em comportamentos relacionados a ansiedade (ENES-MARQUES;
GIUSTI-PAIVA, 2018). Esses fatos devem ser levados em consideragéo para evitar

interpretacdes errbneas na comparagao entre os capitulos.
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3.5 CONCLUSOES CAPITULO 2

O paradigma da adogéao cruzada reforga a ideia de que o ambiente materno
tem grande importéncia no desenvolvimento de padrées observados no CA tanto
para SHR, quanto para SLA16. Quando expostos a adogao cruzada, animais SLA16
aumentam sua locomogao no CA e animais SHR tendem a igualar sua locomogao a
animais controle de SLA16. Além do mais, a troca de ninhada demonstrou alteracao
interessante na pressao arterial dos animais, principalmente machos, que passaram
a apresentar niveis pressoricos parecidos aos dos controles de mesma linhagem de

suas maes adotivas.
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4 CONCLUSAO GERAL DA TESE

Em conclusdo, mostramos que as maes SHR e SLA16 apresentam
comportamentos maternos distintos. Mdes SHR apresentaram maiores niveis de
cuidados relacionados aos filhotes na 12 reprodugdo, no entanto a experiéncia
materna acarretou aumento dos periodos relacionados aos cuidados nao ligados
aos filhotes. Ambas as linhagens apresentaram reducdo nas frequéncias de
lambidas e amamentagao na postura arqueada durante a 22 reproducéo, ao passo
que maes SLA16 aumentaram a postura de amamentagdo n&o-arqueada nesse
periodo. E nitido que a experiéncia altera o repertério comportamental das maes
entre as reproducdes e que esse cenario, principalmente para SLA16, parece
interferir nos padrbes de locomogao total no campo aberto (CA) dos filhotes de
segunda reproducdo. Algo no ambiente proporcionado pelas mé&es nessa fase
parece influenciar no surgimento destas caracteristicas.

Ao realizarmos o paradigma da adocdo cruzada, temos um reforco da
importancia do ambiente materno para o desenvolvimento, ou exacerbacdo, de
padrées observados para as duas linhagens. Uma vez que a troca da linhagem
materna aumentou o padrao de locomogao total no CA de SHR, sendo ainda maior
em SLA16. Por fim, a troca da linhagem materna também levou ao aumento da
pressao arterial em machos SLA16 e reduziu a pressao arterial em machos SHR,
valores préximos ao controle. Esses fatores reforcam a ideia de que as
caracteristicas ja estabelecidas em nossas linhagens ndo sao resultado apenas do
fator genético, mas o ambiente de desenvolvimento pode contribuir para a

modulagao dessa regido cromossdmica.
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5 PERSPECTIVAS FUTURAS

Esse trabalho foi idealizado e realizado em cenarios bastante distintos.
Infelizmente no percurso passamos por momentos extremamente complicados para
a vida e a ciéncia brasileira. A pandemia nos trouxe uma série de limitacbes de
deslocamento e psicologicas, deixando marcas que levaremos pra sempre.
Somados a isso passamos por um dos momentos de altas taxas de negacionismo
cientifico, descredibilizacdo e desvalorizacdo dos profissionais brasileiros que
produzem a ciéncia, além de uma grande falta de investimento, impossibilitando até
mesmo compras de insumos basicos para laboratorios.

Esses fatores acarretaram alteragdes significativas de algumas ideias
iniciais. Apesar disso, acredito que pudemos entregar um trabalho que atendeu ao
seu propoésito. A ideia principal era caracterizar um momento importante do
desenvolvimento nos nossos animais. Ao fazermos isso abrimos uma série de novos
questionamentos para os futuros pesquisadores do LGC, com isso saio com senso
de dever cumprido. Para trabalhos futuros seguem algumas ideias:

e Avaliar alteragcbes no cuidado materno quando as fémeas sao
submetidas ao paradigma da adogéo cruzada;

e Avaliar o impacto de F1 hibrida de SHR e SLA16 na resposta dessas
maes;

e Estudar os tipos de vocalizacdo emitidas pelos filhotes, afinal o
comportamento materno € uma resposta direta as necessidades da
ninhada;

e Avaliar a composicao do leite de SHR e SLA16 e se isso teria algum
impacto nutricional importante;

e Avaliar a possivel troca importante de microbiota entre os animais de
adocgao cruzada;

e Avaliar o efeito da separacdo materna para o desenvolvimento pos-
natal de SHR e SLA16;

e Investigar o papel do receptor de ocitocina nesses animais. Por estar
na regido diferencial seria interessante dosar a expressdo em
diferentes regides cerebrais;

e Investigar a relacdo do Oxtr com o cuidado materno nas duas

linhagens. Identificar possiveis polimorfismos;
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e Investigar possiveis relagdes dessa fase inicial do desenvolvimento
pos-natal com algum outro gene importante para o cuidado materno

na regido diferencial do cromossomo 4.
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Apéndice 1: Organizacao e identificagdo das fémeas utilizadas como matrizes, avaliagdo das primeiras e segundas proles ao longo

dos experimentos do cuidado materno.

Grupo Linhagem Maes Avaliacao da prole
experimental Geragéao Animal 12 Prole 22 Prole
Peso, separagao prepucial,
SHRA1 abertura vaginal e 1° estro CAelLCE
CAelLCE
Peso, separagao prepucial,
SHR Go1 SHR2 abertura vaginal e 1° estro CAe lLCE
CAelLCE
SHR3 CAelLCE CAelLCE
10 SHR4 CAelLCE CAelLCE
Peso, separagao prepucial,
SLA1 abertura vaginal e 1° estro CAelLCE
CAelLCE
Peso, separagao prepucial,
SLA16 N10F27 SLA2 abertura vaginal e 1° estro CAe LCE
CAelLCE
SLA3 CAelLCE CAelLCE
SLA4 Filhotes ndo sobreviveram apds o | Matriz ndo passou pela segunda
3° dia reproducao
p ¢
SHR5 CAelLCE Devido aos primeiros meses de
SHR6 Nao nasceram pandemia e protocolos de
SHR G52 SHR7 Filhotes nao soErgviveram apos o | seguranga adotqdos pelcz LGC e
20 . 3 dla. UFSQ, a _experlmentagao c_ios
SHRS Filhotes ndo sobreviveram apds o animais desse grupo foi
o : . . .
2° dia interrompida, n&o sendo possivel
SLA1 CAe LCE realizar a segunda reprodugao
SLA16 N10F28 SLA2 CA e LCE dessas matrizes.
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SLA3 CAelLCE
SLA4 CAelLCE
SHR5 CAelLCE CAelLCE
SHR6 CAelLCE CAelLCE
SHR G52 SHR7 Filhotes ndo sobreviveram ap6s o | Matriz ndo passou pela segunda
0 A ~
3° dia reprodugao
3° SHR8 CAelLCE CAelLCE
SLA5 CAelLCE CAelLCE
SLAG CAelLCE CAelLCE
SLAT6 | N10F29 ™5 a7 CAeLCE CAeLCE
SLA8 CAelLCE CAelLCE

Abreviagdes: SLA16 - SHR.LEW-(D4Rat76 — D4Mgh11); SHR - Spontaneously Hypertensive Rats; G_ e N10F_ - denominagdo das gera¢cdes me cada

linhagem; CA — teste do campo aberto; LCE — teste do labirinto em cruz elevado; LGC — Laboratério de Genética do Comportamento; UFSC — Universidade

Federal de Santa Catarina.
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APENDICE 2
]
E% Universidade Federal Comissao de Etica no
= de Santa Catarina Uso de Animais
UFSC
CERTIFICADO

Certificamas g & pﬂ:p-usta intitulada "Efeites do cuidado matemo sobfe as ﬂifEI'EI'II;Eﬁ mrmnrtament.ais de ratos SHR & SLALE",
pratocelada sab a CEUA A® SBE3250220 o paxees), sob a resporsabilidade de Geison de Souza Izidio - que envalve a producie,
I'I'IBI'IIJIIE!'II;EEI afau |J|I|||.ZB§&I]- de animas FQI"LH'IEEI'HZES a0 ik Ohordata, subfile Vertebrata (exceta o hamem), para fins de p-esqma
cientifica cu ensing - estd de acorde Com o5 preceitos da Lei 11.794 ge 8 de sutubra de 2008, com & Decrels 5.800 de 15 de julha
da Z009, Bam camd com &s narmas editadas peln Conselho Nacional de Conbrale da E!l.p!l"il'l'll‘."l'll‘.ﬂl;iﬂ Anirnal (CONCEA], & foi
-Ipl"b'lllﬂl Filﬂ Comissde de Etica no Uso d2 Animais da Universidade Federal de Santa Catading (CEUAMUFSC) na reunido de
17/07/2020.

Wi certily that the propasal "EMects of matemnal care an behavioral differences in SHR and SLALE rats®, utiliring 352 Isogenic rats
[males and females), pratocel nwember CEUA SB63250220 (o oaaersy, under the respensibility of Geison de Souza IEidio - which
invalves the prodwsction, maintenance and/or use of animals belonging to the phylem Chordata, subphylum Vertebrata (except

hurman beings), Tor scientific reseanch purpases or teaching - is in accordance with Lew 11.794 of October 8, 2008, Decres 68%9 af
July 15, 2009, a5 well a5 with the rules isswed by the National Coundil Ter Cantred of Animal Experimentation {DONCEA), and was

approved by the Ethic Caommittes on Animal Use of the Federal University of Santa Catarina [CEUAJUFSC] in the meeting af
DFf1T2020.

Finalidade da Propesta: Pesguisa
Vipéncia da Prapasta: de 04/2020 a 062022 Asea: Beg (Bialogia Celular, Embrialogia E Genétical

Origam: CCE - Biotério do Labarattria de Genética do Campartarmenta

Espétie:  Rabod Sogénicas sext: Machas @ FAmeas  dade: 3 a7 meses M: 176
Linhagem: SHA Peso: 180225049

Origem: CCB - Bioterio do Laborattria de Gendtica do Compartamento

Espérie:  Rabos sogénicas sexn: Machos @ FEmeas  jdade: 3 a7 meses M: 176
Linhagem: SLA 16 Pesa: 180 a 250 g

Local do experimernta: Laboratirio de Gendtica do Compartaments

Florianépelis, 22 de julho de 2020

T ";._J"!-_
Prof, [3r, "'.L:E,-r?{./. | atergn Martins
Mawncia Laterga Marting
Presidente pro ternparne da Comissao de Etica ma Usa de Anirais Vice-Presidente da Comisslo de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Santa Catarina Universidade Fedaral de Santa Cataring

Pua Dwsemibsrgedor Vitor Lma, 321, sala #11 - Trindeds - AonssopoiniSents Catarne 50 COEF B304 0-400 - bel: 35 (48] 5721-80R )
Hordro dw aterebrrenis: 19 & 89 dis Bh as 128 0 das 140 dn 1Bh : s-mal cemapropnigfcontsis ohe br
CHES R SERLSOD
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APENDICE 3

SHR SLA16
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Comprimento
do ciclo

Apéndice 3. Avaliagdo do ciclo estral de ratas SHR e SLA16. (A) Graficos de ciclo individuais de
ratas SHR fase/dia. (B) Graficos de ciclo individuais de ratas SLA16 fase/dia. (C) Média das fases e
comprimento total do ciclo estral. P: proestro. E: estro. M: metaestro. D: diestro. Test t Student. Dados

representados por média + EPM (n = 12 animais por linhagem).
A analise do ciclo estral demonstrou que as fémeas estavam ciclando

corretamente antes de serem colocadas para acasalar. Além disso, ndo observamos

diferencas nos padrdes de ciclicidade entre as linhagens.
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Apéndice 4. Acompanhamento do desenvolvimento da ninhada apés o desmame. (A)
Acompanhamento do peso das fémeas ao longo de 4 semanas. (B) Acompanhamento do peso dos
machos ao longo de 4 semanas. (C) Média de dias para a abertura vaginal das fémeas. (D) Média de
dias para a separagao prepucial dos machos. (E) Média de dias para o aparecimento do primeiro

estro das fémeas. ***: p<0,001. Test t Student. Dados representados por média + EPM (n = 8 animais
por sexo e linhagem).

O acompanhamento dos filhotes ndo demonstrou diferengas significativas

entre as duas linhagens. Foi possivel observar apenas um aumento de peso de

machos e fémeas, ja esperado para esse periodo de desenvolvimento.
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