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Resumo

Os cuidados maternos na infancia sdao a principal fonte de estimulos para o
desenvolvimento, crescimento e protecao de respostas adaptativas a fatores
estressantes. A privacao da presenca materna pode romper com essa protecao
no inicio da vida. Procuramos com o presente estudo descrever o
desenvolvimento dos filhotes no periodo do experimento de separacao materna.
Os filhotes de ratos foram isolados diariamente dos cuidados da mae durante
trés horas. O principal resultado foi que os filhotes que sofreram separacao
materna apresentaram um desenvolvimento inferior comparados com os filhotes
controle. Podemos concluir que o estresse durante a infancia pode influenciar o
desenvolvimento emocional e provocar fisiopatologias no animal adulto.
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Induction of hyper-reactivity to stress by maternal separation in rat of

the Wistar strain

Abstract

Maternal care in childhood is the main source of stimuli for the development,
growth and protection of adaptive responses to stressors. The presence of
maternal deprivation can break this protection early in life. We look with this
study describing the development of the pups during the experiment of maternal
separation. The pups of rats were isolated daily from the mother's care for three
hours. The main result was that puppies who suffered maternal separation
showed a lower growth compared with control pups. We can conclude that stress
during childhood may influence the development and cause emotional
pathophysiologies in the adult animal.

Keywords: stress, maternal separation; rat.

INTRODUCAO

A separagao materna (SM) é um modelo que analisa a importancia do cuidado
parental para o desenvolvimento dos animais. Essa separagao afeta muito os
recém-nascidos e criancas durante os estdgios mais vulneraveis de seu
desenvolvimento cerebral, comprometendo o individuo, resultando em
alteracbes morfoldgicas, neuroquimicas, comportamentais e cognitivas
(SAMPAIO, 2009).

O desenvolvimento dos mamiferos é bastante caracterizado por um
periodo de dependéncias materno. A mae prové estimulos térmicos,
sonatossensérios, olfatérios, visuais e auditivos que sdo essenciais no
desenvolvimento pds-natal. O ambiente proporcionado pela mde para o infante
nesse periodo produz impactos psicoldgicos e neurobioldgicos em animais e
seres humanos, influenciando respostas metabdlicas durante toda avida
(KREMER et al., 2008).
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O rompimento da mae com o feto altera resultado de relacionamento em
longo prazo, e outras mudangas comportamentais e respostas ao estresse
(KAWAKAMI et al., 2007). Variagdes nos cuidados maternos representa um
fator importante no desenvolvimento do eixo hipotalamo-hipdfise-adenal
(HHA) e no comportamento dos filhotes (MARTINS, 2007).

Segundo Morffett et al. (2006) ha evidencias que alguns eventos
adversos como o aumento da separacao materna durante o periodo pds-natal,
€ associado ao aumento da vulnerabilidade na vida adulta em relacdo a alguns
tipos de drogas e estresses.

Quando o ser humano, adulto ou crianca é submetido a um fator, de
mudanca ou adaptacdo, o processo de estresse pode ser iniciado, dependendo
da magnitude do esforco envolvido no restabelecimento da homeostase
interna, devido a necessidade humana de manter o equilibrio interior (LIPP et
al., 2002).

Os eventos traumaticos ou estressantes vivenciados na infancia podem
ter profundos efeitos comportamentais na vida do adulto. A privacdao materna
na infancia associa-se a distUrbios de comportamento em humanos. Estes
disturbios incluem depressdao, ansiedade, abuso de drogas, alterando o
comportamento e comprometendo a aprendizagem (MOFFETT et al., 2006). O
comportamento materno é capaz de modular o desenvolvimento de respostas
individuais do eixo HHA, provocando assim, influéncias em relacdao as repostas
comportamentais ao estresse no adulto (MARTINS, 2007).

O estresse é descrito pela maior parte das pessoas como uma forma de
expressar suas emogoes, assim como o medo, a raiva, a tristeza e até mesmo
as alegrias (GOMES & BOSA, 2004). Alguns destes sentimentos em doses
elevadas podem levar ou induzir um individuo a um estresse intenso. Também
€ uma reacdo do organismo composta por componentes fisicos, e/ ou
psicoldgicos, causados pelas alteracdes psicofisioldgicas que ocorrem quando a
pessoa se confronta com uma situacao que, de um modo ou de outro, a irrite,
amedronte, excite ou confunda, ou mesmo que a faca imensamente feliz (LIPP
et al., 2002).
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O grau de estresse experimentado pelo sujeito também esta relacionado
as mudancas enfrentadas em um determinado periodo de tempo, ou seja é a
reacdo do organismo frente a situacbes extremamente dificeis e excitantes
(GOMES & BOSA, 2004).

O estresse infantil se assemelha ao causado em adulto em varios
aspectos, as reacdoes desta doenca englobam transformacgdes psicoldgicas,
fisicas e quimicas no organismo, podendo provir de fontes internas ou
externas. As fontes internas estdo associadas a maneira pela qual o sujeito
reage diante de situacdes provenientes do cotidiano, enquanto as fontes
externas referem-se aos fatores ambientais (LIPP et al., 2002). Cabral (2004)
afirma que o consumo de substancias com acdo psicotrépicas como o alcool
tem evoluido de acordo como esses tipos de agravos na vida juvenil.

Com base neste estudo, os objetivos do presente trabalho consistiram em (a)
descrever a metodologia de inducao de hiper-reatividade ao estresse por
separacao materna (SM) e (b) analisar o desenvolvimento dos filhotes neste

periodo experimental.

MATERIAL E METODOS

Animais

Os ratos da linhagem Wistar foram provenientes do Biotério das
Faculdades Integradas Regionais de Avaré (FIRA), Fundacdao Regional
Educacional de Avaré (FREA), Sao Paulo, Brasil.

Foram formados dois casais da linhagem Wistar. As fémeas adultas, apds
a fertilizacdo, foram acompanhadas durante o periodo gestacional. O dia do
nascimento foi estipulado o dia zero, quando a ninhada foi padronizada com
oito filhotes. Ao longo do experimento, os filhotes foram agrupados em dois
tratamentos experimentais (Controle- C e Separacao Materna- SM). Os filhotes
de cada tratamento receberam ragao normal e dgua potavel.

O protocolo experimental seguiu os principios éticos em pesquisa animal

adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA).
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Inducédo de hiper-reatividade ao estresse por Separacao Materna (SM)

Os filhotes da ninhada do grupo SM foram separados da mae
diariamente durante o Periodo Hiporresponsivo ao Estresse (SHRP), do 4° ao
14° dia de idade, sempre no mesmo horario. Durante a separacdo materna, os
filhotes foram individualizados em caixas com oito subdivisdes, uma para cada
filhote, durante 3 h. Os filhotes foram acomodados em sala anexa, com
temperatura de 30°C e a umidade superior a 50%. Apds este periodo de 3 h os
filhotes foram devolvidos aos cuidados da mae, retirando-se a mae de sua
caixa antes de retornar a prole.

Os animais foram manejados por Unico pesquisador do inicio ao fim da
experimentacao. As maos do investigador foram lavadas, secas e esfregadas
na maravalha de forro das caixas da ninhada, eliminando assim todos os
odores que levassem a rejeicdao da mae a prole. A sala de experimentacao foi

mantida isolada ao maximo de ruidos externos.

Anélise do desenvolvimento da ninhada

Foi mensurada a massa corpdrea inicial, massa corpdrea final e ganho de
massa corporea absoluta dos filhotes dos tratamentos controle e da inducdo de
hiper-reatividade ao estresse por separacdo materna no periodo de 4° a 14°

dia de apos o nascimento da ninhada.

Andlise Estatistica

O estudo estatistico das variaveis foi realizado através da ANOVA e
complementado com o teste de comparacdoes multiplas de Tukey para
contraste entre médias dos tratamentos. Os resultados foram expressos em
média £ erro padrao da média. As conclusOes estatisticas foram realizadas
com 5% de significancia. Detalhes a respeito da metodologia empregada

podem ser encontrados em Banzatto & Kronka (1989).
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RESULTADOS

Descricdo da Separagcdo Materna (SM)

Os ratos do tratamento passaram por um processo experimental de SM
que aconteceu a partir do quarto ao décimo quarto dia apds o nascimento.
Para manusear os ratos, o manipulador tinha obrigatoriamente que lavar as
maos, colocar luvas e esfregar as maos na maravalha, que continha as fezes e
a urina, antes de realizar o processo de manipulacao neonatal com a ninhada

(Figuras 1).

Figura 1. As maos do manipulador esfregadas com as fezes e a urina dos

ratos da linhagem Wistar antes da Separacao Materna (SM).

Primeiro dia de SM: A mae foi separada da ninhada em outra caixa. Apds o
procedimento de esfregar as mdos com a maravalha, iniciou-se o
procedimento de SM, que se resumia em separar os filhotes da rata mae. Os
filhotes foram colocados individualmente numa caixa com oito divisdes
(Figuras 2 e 3). Os filhotes ficaram isolados da mae e dos demais ratos por 3
horas. Apds o procedimento, a ninhada era recolocada junto com a rata mae.
O comportamento materno era de pega-los individualmente com a boca na
regiao dorsal e logo apds realizava a limpeza na regido urogenital. Quando
terminava o processo de limpa-los, ela se arcava com o dorso levantado sobre

os filhotes para alimenta-los e protegé-los.
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Figura 2. Filhotes de ratos da linhagem Wistar separados da rata mae em

caixa com oito divisoes.
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Figura 3. Os filhotes separados da mde durante trés horas no experimento

Separagao Materna.

Segundo dia de SM: foram realizados 0os mesmos procedimentos que no
primeiro dia de experimentagcdao. Foram observados que os filhotes
apresentavam pelos visiveis e nitidos pelo corpo. Ao retornar os filhotes a
caixa, a rata mae apresentou o mesmo comportamento descrito no primeiro

dia do experimento.

Terceiro dia de SM: foram realizados os mesmos procedimentos de separagao
da rata mae da ninhada. Nesse dia foi observado que quase todos os

individuos da ninhada ja apresentavam a orelha parcialmente descolada e que
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estavam mais agitados. Ao retornar os filhotes a caixa, a rata mae apresentou
0 mesmo comportamento descrito no primeiro dia do experimento. A rata
pegou com a boca a regidao dorsal dos filhotes, lambeu a regiao urogenital e

amamentou com o dorso arcado.

Quarto dia de SM: foram realizados os mesmos procedimentos de separagao
da rata mae da ninhada. Foi observado que alguns individuos da ninhada ja
apresentavam dentes. No procedimento de voltar a ninhada com a rata mae,
ela os carregou para o lado contrario da caixa. A rata mae demorou menos
tempo carregando a ninhada e, em seguida, realizou o processo de lamber a
regidao urogenital. Logo em seguida, se arcou com o dorso levantado sobre a

ninhada para alimenta-los.

Quinto dia de SM: foram realizados os mesmos procedimentos que no primeiro
dia de experimentacao. Ao retornar os filhotes a caixa, a rata mae apresentou
0 mesmo comportamento descrito no primeiro dia do experimento. A rata mae
demorou menos tempo carregando a ninhada. Neste dia se observou que as

orelhas de todos os filhotes apresentavam descoladas.

Sexto dia de SM: foram realizados os mesmos procedimentos de separagao da
rata mae da ninhada. Observou-se que alguns filhotes apresentavam os olhos
semiabertos e totalmente cobertos de pelos. Ao retornar os filhotes a caixa, a
rata mae carregou-os para o lado contrario da caixa e realizou o processo de
lambé-los na regido urogenital. A rata mde demorou menos tempo realizando
esse processo que nos outros dias. Depois se arcou com o dorso levantado

sobre a ninhada para alimenta-los.

Sétimo e oitavo dias de SM: foram realizados os mesmos procedimentos de
separacao da rata mae da ninhada. Observou-se que a ninhada estava com os
olhos totalmente abertos. Os filhotes, no experimento de SM, ndao dormiam

mais na caixa com as oito divisdbes e se mantinham muito agitados todo o
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tempo. Ao retornar a caixa, os filhotes andavam muito pela caixa
impossibilitando que a rata mae pudesse carrega-los. Ela conseguia carregar
alguns e os lambia. Os mais agitados da ninhada, quando percebiam que
alguns filhotes estavam se alimentando, iam para debaixo da made. Nesse
momento, ela realizou o procedimento de limpeza do restante da ninhada.

Nono e décimo dias de SM: foram realizados os mesmos procedimentos de
separacao da rata mae da ninhada. Os filhotes ficavam agitados e
apresentavam unhas e dentes. Nesse momento, os filhotes consumiam o
alimento sélido (racao). Ao retornar a caixa, os filhotes andavam muito pela
caixa impossibilitando que a rata mde pudesse carrega-los. Ela conseguia
carregar alguns e os lambia. Os mais agitados da ninhada, quando percebiam
que alguns filhotes estavam se alimentando, iam para debaixo da mae. Apods
cinquenta minutos aproximadamente, se observou que a rata mae deixava a

ninhada sozinha e ia deitar no outro lado da caixa.

Anaélise do desenvolvimento da ninhada durante a SM

A Tabela 1 demonstra a massa corpdrea inicial da ninhada controle foi
semelhante comparada com a ninhada que sofreu a SM. Entretanto, a massa
corporea final e o ganho de massa corpdérea absoluta foram distintos nas
ninhadas controle e SM.

A massa corporea da ninhada de ratos da linhagem Wistar que sofreram SM
apresentaram diferencas significativas (p<0,05) comparada com a ninhada

controle no periodo de 4° a 14° dia de apds o nascimento (Tabela 2).
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Tabela 1. Massa corporea inicial (MCI), massa corpdrea final (MCF) e ganho
de massa corpdrea absoluta (GMCA) da ninhada padronizada com oito filhotes

de ratos da linhagem Wistar controle (C) e de Separagao Materna (SM).

Parametros
Tratamentos
MCI MCF GMCA
Controle 162 g/ninhada 282 g/ninhada 120 g/ninhada
Separacgao
161 g/ninhada 242 g/ninhada 80 g/ninhada
Materna

Tabela 2. Média *+ erro padrao de massa corpérea (g) da ninhada padronizada
com oito filhotes de ratos da linhagem Wistar controle (C) e de Separagao

Materna (SM). Analise estatistica e teste de Tukey (p<0,05).

Média £ erro padrao da massa corpdrea da

Tratamentos
ninhada (g)
Controle 225,0g + 17,9 b?
Separacao Materna 195,5g £ 12,5 a
I Teste de Tukey (p<0.05).
DISCUSSAO

Nesta pesquisa foi utilizado o método de separacao materna para observar as
reagcdes da mae e dos filhotes com o isolamento. Este experimento teve como
base o estresse provocado nos filhotes durante o periodo hiporresponsivo ao
estresse do quarto ao décimo quarto dia de vida.

Segundo Kremer et al. (2008), os cuidados maternos com a ninhada fortalece as

respostas adaptativas e os fatores que inibem o estresse nos recém-nascidos,
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protegendo os filhotes de posteriores doencas causado pela vulnerabilidade,
sofrida nesta etapa da vida.

Ao longo do trabalho observamos que a privagdo da presenca dos pais,
principalmente da presenca materna, pode romper a protecdao estabelecida com
o filhote. Isto acarreta o fator estressante durante o inicio da vida (JAMPANA &
KHAN, 2011).

Junior et al. (2007) relataram que a exposicdo simultanea a varios fatores
estressantes na infancia tem desencadeado fatores de risco bioldgicos, sobre
tudo de forma agregada, na adolescéncia.

Rapoport et al. (2001) enfatizaram que seria essencial para a saude mental que
o bebé e a crianca pequena tivessem uma relacao calorosa, intima e continua
com a mae, e que fosse prazerosa, e satisfatoria para ambos.

Rapoport et al. (2001) relatam gque uma personalidade estavel e autoconfiante
se construiria a partir da certeza de contar com o apoio e a presencga das figuras
paternas e maternas. Também relataram que muitas patologias poderiam ser
atribuidas a privacao do cuidado materno ou descontinuidade na relacdao da
crianca com a figura materna durante os primeiros anos de vida.

Martins et al. (2007) relataram que a separacdao materna é um modelo onde os
filhotes sdao separados da mde em um intervalo superior a uma hora,
geralmente com duracao de quatro horas durante dez dias no desenvolvimento
pos-natal.

Quando os filhotes retornavam a caixa com a mde, ficavam mais agitados e a
made por sua vez também sofria alteragcdes em seu comportamento materno,
que cada dia mais tornava se menos intenso. Ndo sé os filhotes sofriam com
essa separagcao, mas que também a mae ficava sujeita a fatores estressantes
deste isolamento. Faturi (2009) relatou que o aumento da vulnerabilidade do
organismo e a complexidade dos eventos fisioldgicos provocados pelo estresse
sao também responsaveis por uma serie de situacdes traumaticas. Castro et al.
(2002) afirmaram que o estresse da mae pode afetar a sua disponibilidade

emocional e fisica, trazendo efeitos negativos para a interacdo mae-crianca.
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Martins et al. (2007) relataram que a separacao materna induz a hiperatividade
do eixo HHA permanente no adulto, aumentando as concentragdes séricas de
ACTH. O eixo HHA esta normalmente em desenvolvimento durante o periodo
hiporresponsivo ao estresse, que nos ratos estende-se do quarto ao décimo
quarto dia apos nascidos.

Nos ultimos dias do experimento observamos que, ao retornar os filhotes a caixa
com a mae, eles ficavam inquietos impossibilitando a mae de carregar e cuidar
de todos. Ela cuidava de alguns. Quando os outros percebiam que alguns
estavam mamando, eles iam para junto da mae. Apds algum tempo ela saia,
deixava os filhotes sozinhos e ia para o outro lado da caixa. Este é um dos
fatores provocado pela separacao causando estresse também na mae.

Kremer et al. (2008) afirmaram em seu experimento que traumas e negligéncia
na infancia exercem influéncia no comportamento emocional e risco para o
desenvolvimento de depressdes e durante o crescimento, podendo produzir
alteracbes nos mecanismos neurais e induzir anormalidades em regides
encefalicas que implicam em desordens emocionais.

Em nosso trabalho foi observado que alguns individuos se desenvolveram mais
rapido que os outros. Dentro da caixa, alguns filhotes ficavam separados da mae
e sozinhos, enquanto outros tentavam subir na lateral da caixa, andando pra um
lado e pro outro, e nao adormeciam. Segundo Biazus & Ramires (2012), durante
a adolescéncia estes individuos apresentam um periodo de continuas e
profundas transformacgdes, tanto no nivel psiquico quanto no nivel fisico social.
Sabemos que estes sao alguns fatores provocados pela separagao da mae.
Traumas na infancia podem ndo somente aumentar o risco dessas desordens
emocionais na vida adulta, mas iniciar doencas e alterar a eficacia do
desenvolvimento. A compreensao dos conceitos de vulnerabilidade e de fatores
de risco é fundamental para a determinacdao das inUmeras variaveis presentes

na etiologia dos comportamentos observados (DELL'AGLIO et al., 2004).
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CONCLUSAO

Podemos concluir que:

I - O presente trabalho descreveu a metodologia de indugao de hiper-
reatividade ao estresse por separacao materna (SM).

IT - O desenvolvimento dos filhotes de ratos que sofreram separacao materna
foi insatisfatério comparado com os filhotes de ratos controle.

III - A presente pesquisa contribui para demonstrar que a separagao da mae
nos primeiros anos de vida pode acarretar em algumas psicopatologias na vida
adulta.

IV - A presente pesquisa contribui para demonstrar que traumas e negligencias
sofrida na infancia exercem influencia no comportamento emocional e afetivo na

vida adulta.
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