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RESUMO

PAULO, Maria Eliza Ferreira do Val de. Avaliagdo comportamental da rata gestante
apo0s o transporte nos primeiros dias de gestacdo. 2022. 41 p. Trabalho de
Conclusdo de Curso (Especializacdo em Biotérios) — Escola Superior do Instituto
Butantan, Sao Paulo, 2022.

A gestacao é considerada um periodo de grandes variacBes no organismo materno.
Além disso, a mae esta sujeita as influéncias estressantes provindas do ambiente
externo que podem interferir na saude e no bem-estar materno-fetal. Assim, o
acasalamento feito no préprio biotério de experimentacdo pode evitar o estresse da
manipulacdo e do transporte da fémea gestante, garantindo o acompanhamento
total do periodo pré e pds-gestacional. Porém, adquirir f€meas prenhes pode evitar
perdas decorrentes de animais que ndo conseguem emprenhar e evitar a solicitagao
de machos. Este estudo buscou determinar se existem alteracbes comportamentais
causadas pela manipulagdo e transporte em fémeas adquiridas prenhez a partir do
acompanhamento dos periodos pré e poés-natal: gestacéo, lactacdo, sanidade dos
neonatos e seu desenvolvimento apdés o desmame para verificacdo de alteracdes
que possam causar prejuizo no desenvolvimento dos filhotes. Os animais foram
avaliados através da realizacdo de testes neurocomportamentais e comparados a
resultados obtidos anteriormente em estudos cujo acasalamento fora feito no préprio
biotério de experimentagcdo. No teste de reflexo de preensdo palmar foi observado
um aumento no tempo de realizacdo no grupo experimental em machos e fémeas no
PN4 e diminuicio no PN8 em fémeas. Na comparagdo dos grupos no reflexo
postural os resultados ndo demonstraram diferenca significativa. Os resultados da
geotaxia negativa, na comparagao dos grupos, ndo evidenciou nenhuma diferenca
significativa, tampouco houve diferencas significativas para movimentos de
locomocao e na atividade geral. O peso das méaes durante o tempo de gestacado nao
apresentou nenhuma diferenca significativa do grupo experimental em relacdo ao
grupo controle. Estes resultados, avaliados em conjunto, ndo nos permitem afirmar
gue houve uma influéncia significativa do transporte das fémeas no estagio inicial da
gestacao de ratas Wistar.
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ABSTRACT

PAULO,Maria Eliza Ferreira do Val de. Behavior evaluation of the pregnant rat
after transportation in the first days after pregnancy. 2022. 41 p. Monograph

(Specialist in Animal Laboratory) — Escola Superior do Instituto Butantan, Sdo Paulo,
2022.

Pregnancy is considered a period of big variation to the maternal organism. Besides,
the mother is due to stressing influences from the external environment that might
intervene in health and mother-fetal wellbeing. Thus, mating in the experimental
facility may avoid stress from handling and transporting pregnancy females, assuring
full observation over pre and post gestational periods. However, to obtain pregnancy
females can avoid loss of animals that cannot get pregnant and prevent acquiring
males. This study aimed to determine if there are behavior changings caused by
handling and transporting females obtained already pregnant by observing pre and
postnatal periods: gestation, lactation, soundness of neonates and their development
after weaning verifying alterations that could cause injury for litter growth. Animals
were evaluated through neurobehavior tests and results were compared to those
previously obtained in studies whose mating was performed in the experimental
animal facility. In the handgrip reflex test, an increase in the experimental group of
males and females was observed on the 4th day of observation and a decrease on
the 8th day, in females. When comparing postural reflex, results didn’t show
significant differences. In the results for negative geotaxia, no significant difference
was observed among groups, as well as locomotion movement and general activity.
Mother's body weight during pregnancy didn't present any significative difference for
the experimental group related to control group. These results, put together, cannot
allow stating significant influence in transporting females in the first stages of

pregnancy in Wistar rats.

Key-words: Prenatal stress. Maternal behavior. Wistar rats pregnancy.

Transportation stress.
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1 INTRODUCAO

O estresse pode ser definido como um estimulo ambiental sobre um
individuo que sobrecarrega seus sistemas de controle e reduz sua adaptacdo, ou
parece ter potencial para tanto (FRASER e BROOM, 1990; BROOM e JOHNSON,
1993; BROOM, 1993). Animais de laboratorio sdo extremamente sensiveis ao novo,
seja este 0 ambiente ou alteragdes do mesmo, introduzir animais em um novo local,
com as respectivas mudancas em sua condicdo de vida e de grupos sociais, produz
uma resposta estressante.

De acordo com a Resolucdo Normativa n°® 25 do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal — CONCEA, alguns dos fatores que podem
causar estresse aos animais sdo: o barulho excessivo, 0 movimento das gaiolas de
transporte, e ambiente e mudanca de pessoal. A extensdo do estresse em um
animal depende de sua espécie, sexo, idade, saude, condicdo fisica (animais
gestantes, doentes ou pds-operatérios), lotacéo e relacdes sociais.

O transporte, conforme descrito, € conhecido causador de estresse em
animais. Esse estresse se deve a alteragcdes no ritmo circadiano, troca de ambiente
familiar, barulho e vibracéo, temperatura extrema, desidratacdo ou outros fatores de
causa desconhecida (ANDRADE, et al., 2002). O desconforto dos animais € afetado
pela duracdo e condicdo do ambiente durante o transporte e pela qualidade do
cuidado dispensado ao longo da viagem. Atualmente se sabe que os efeitos dos
transportes de animais afetam diversos parametros comportamentais dos roedores e
sdo visiveis mesmo apds duas semanas de adaptacédo (ALSTRUP, 2010).

A gestacdo pode ser dividida em trés fases: pré-implantacdo, que
compreende o intervalo entre o dia 0 e dia 5 de prenhez, organogénese, cujo
periodo se estende do dia 6 ao dia 15 de prenhez; e o periodo fetal, que ocorre do
dia 16 ao dia 21 da prenhez de ratas (Figura 1). O quinto dia corresponde ao final do
periodo de implantacdo do blastocisto no Utero das ratas, o 10° dia corresponde a
metade do periodo de organogénese, e o 16 ° dia corresponde ao periodo inicial de
maturacdo cerebral (BERNARDI, 1999). A gravidez € uma fase delicada na
formacdo de diversos sistemas bioloégicos e, agentes externos ou internos podem
gerar distrbios do desenvolvimento fetal, prejudicando estruturas responsaveis pelo

desenvolvimento fisico, motor e comportamental da prole (DORCE et. al., 2017).
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Figura 1 - Esquema representativo do periodo gestacional de ratas Wistar.

Periodo gestacional de ratas Wistar

I J | | | |
! l !

Pré-implantagao Organogénese Fetal

Fonte: Adaptado de Marinho, A.C.T.A., 2018.

A gestacdo é o momento onde ocorrem mudancas que refletem na
adaptacdo do organismo ao seu novo estado fisioldégico. Ainda, para que haja o
desenvolvimento normal do feto apd6s a fecundagdo, sdo necessérias duas
condicbes: heranca genética e o meio ambiente uterino adequado (MANSON E
KANG,1989). Durante a gesta¢gao, o organismo materno passa por transformacgoes e
oscilacbes hormonais importantes para favorecer as adaptacdes anatdmicas e
fisiologicas necessarias a nutricdo e o desenvolvimento fetal (SOMA-PILLAY et al.,
2016).

E, alteracBes causadas por mudancas drasticas de alojamento, excesso de
manipulacao, transporte, e a dificuldade da volta do organismo a homeostase podem
provocar mudancas no desenvolvimento desta gestacdo e, ainda causar distarbios
nos parametros neurocomportamentais da prole. Dados da literatura associam casos
de estresse emocional e ansiedade durante a gestacdo com abortos espontaneos,
retardo no crescimento fetal, neonatos pré-termos, malformacdo fetal e com
distirbios no desenvolvimento comportamental pos-natal (KOFMAN, 2002; MULDER
et. al, 2002).

Os ratos, ao nascer tém um sistema nervoso central imaturo, com deficiente
irrigacdo cerebral e auséncia de barreira hematoencefalica (BERNARDI, 1999). Seu
desenvolvimento acontece no decorrer do periodo pés-natal. Qualquer influéncia
que o feto possa sofrer durante a gestacdo, desde a organogénese até a
amamentacdo pode agir sobre esse processo. O atraso e baixo desenvolvimento
dos reflexos neonatais sdo considerados importantes, pois podem estar associados
a modificacdes cerebrais induzidas por estresse (DRAGO et al.,1999). Estudos em
humanos mostram que criancas nascidas de mées que sofreram algum tipo de

estresse durante a gestacdo apresentam atraso na fala e na atividade motora
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(PATIN et al.,, 2004). Se a exposi¢cdo materna a algum tipo de estresse resultar em
dano no desenvolvimento do sistema nervoso, pode-se esperar que O
comportamento também se altere (WEINSTOCK, 2001). O desenvolvimento pos-
natal da atividade motora do rato compreende alguns processos comportamentais
como o desenvolvimento da postura e locomocédo quadrupede, ajustes dinamicos
posturais, algumas respostas de orientacdo e de habilidades motoras complexas.

Através de testes comportamentais € possivel avaliar tais parametros nos
animais (DORCE, 2007). Para a avaliacdo pratica em experimentos
comportamentais, costuma-se dividir os comportamentos em trés tipos: dois ditos
condicionados (aprendidos), nos quais 0s comportamentos sao rigidamente
controlados, e um chamado incondicionado (ndo aprendido) ou espontaneo, no qual
0 ambiente € controlado, porém o0s comportamentos sao espontaneos. No
comportamento espontdneo ou incondicionado pode-se medir a resposta motora
espontanea do animal frente a um estimulo, que pode ser um ambiente novo ou uma
mudanca no ambiente (NORTON, 1989).

Geralmente, em roedores, a avaliacdo do comportamento materno €
realizada na primeira semana apés o parto, pelo fato da prole, neste periodo, ser
dependente exclusivamente do cuidado materno (TEODOROV et al., 2005). Em
ratas, os cuidados maternos podem ser agrupados didaticamente em duas
categorias: os diretos e os indiretos. Os diretos sdo aqueles dirigidos aos filhotes,
como por exemplo, a busca, o agrupamento, ficar sobre os filhotes aquecendo-os e
alimentando-os, enquanto os indiretos sdo a agressividade voltada a intrusos e a
construcdo do ninho (NUMAN, 1994; BRIDGES, 2015). A respeito do
comportamento materno € importante distinguir o comportamento de recolher os
filhotes e 0 de amamenta-los. O comportamento de recolher os filhotes é iniciado
pela mée e classificado como uma resposta materna ativa (HANSEN et al., 1991). O
vinculo mae-filhote é fundamental para o desenvolvimento comportamental da prole,
portanto, alteracdes no comportamento maternal podem gerar distarbios sociais
permanentes nos filhotes (WEINSTOCK, 2017). Alteracdes no comportamento
materno podem, portanto, influenciar nas respostas comportamentais e
neuroenddcrinas dos filhotes desde o nascimento até a fase adulta, o que torna esse
comportamento crucial para o desenvolvimento adequado dos filhotes. Desta forma

alteracbes precoces neste ambiente podem levar a futuras alteragOes
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neuroenddcrinas, desequilibrio das fun¢des cognitivas e na reatividade ao estresse,

bem como no comportamento social/reprodutivo (MEANEY, 2001).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia que o transporte pode ocasionar no periodo gestacional,

no parto, na qualidade da ninhada e no seu desenvolvimento neurocomportamental.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar os efeitos da manipulacdo e do transporte no comportamento de
ratas no inicio da gestacéo.
Avaliar possiveis alteracbes no desenvolvimento reflexoldégico e

comportamental de suas respectivas crias.
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3 METODOLOGIA

3.1 Protocolo CEUA

O estudo seguiu as diretrizes da Comisséo de Etica no Uso de Animais do

Instituto Butantan sob protocolo nimero 7380260821.

3.2 Sujeitos experimentais

Cinco fémeas primiparas, sexualmente maduras, com peso entre 230- 250g,
foram acasaladas no biotério central e, um dia apdés a confirmagdo da prenhez
atraves de lavado vaginal (dia O de gestacédo), foram entregues no laboratorio.

Dos produtos obtidos dessas fémeas prenhes, 40 filhotes foram utilizados,
apos padronizacao das ninhadas.

Os dados do grupo controle, para comparagdo de resultados, de fémeas
cujo acasalamento fora feito no biotério do laboratério de Farmacologia, foram
obtidos de experimentos do grupo de pesquisa do referido laboratorio, especializado
no estudo de neurotoxinas no estagio perinatal (MARTINS et al, 2016; BARAO,
2003).

3.2 Acasalamentos

As fémeas do grupo controle foram, segundo registros mantidos pelo
laboratério, acasaladas no biotério experimental do laboratério de Farmacologia e
tiveram a prenhez detectada através do lavado vaginal na manha do dia seguinte ao
cruzamento (dia 0).

O lavado vaginal consiste em injetar aproximadamente 60 microlitros de solucéo
salina, com ajuda de uma pipeta, no canal vaginal da rata e retirar o material obtido.
O liquido é colocado numa lamina de vidro e observado ao microscépio para
verificacdo da presenca de espermatozoides e de células de estro (caracterizada
como a fase estrogénica maxima), para confirmacdo do diagnostico de prenhez (dia
zero de gestacdo). Para o grupo experimental, os cruzamentos e lavados foram

feitos no Biotério Central.
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3.3 Acomodacéo dos animais

As fémeas prenhes recebidas do Biotério Central foram alojadas,
imediatamente apds o recebimento, no biotério do laboratério de Farmacologia e
mantidas individualmente, em gaiolas de polipropileno (40x50x20) com tampa
metdlica, em estante ventilada (marca Alesco) com temperatura controlada
(22+2°C), em ciclo automatizado de 12 horas claro/12 horas escuro, exclusiva para
acondicionamento dos animais maternidade.

As trocas de cama dos animais foram feitas 2x por semana. A quantidade da
dieta ingerida foi acompanhada semanalmente durante todo o periodo pré-natal. Os

filhotes permaneceram com suas maes até o momento do desmame (21 dias).

3.4 Padronizacao das ninhadas

Todas as ninhadas foram padronizadas no dia 2 apds 0 nascimento. Sempre
que possivel, foram utilizados 8 filhotes distribuidos na mesma proporcdo para
machos e fémeas. Quando ndo foi possivel manter essa mesma proporcdo, 0S
filhotes foram escolhidos independentemente do sexo até o total de 8 filhotes. Para
manuseio dos filhotes, as méos do pesquisador foram esfregadas na maravalha, a
fim de evitar qualquer odor diferente que estressasse o animal. Os animais foram
marcados delicadamente com caneta atdxica na cauda, a fim de evitar qualquer

trauma, e submetidos a analises fisicas e comportamentais.

3.5 Delineamento experimental

3.5.1 Grupo Controle

As informacdes referentes ao grupo controle foram obtidas de estudos
anteriormente realizados pelo Laboratério de Farmacologia. As fémeas do grupo

controle foram acasaladas no biotério de roedores do laboratério de Farmacologia.
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3.5.2 Grupo experimental

As fémeas prenhes, no dia 0 de gestacdo, foram transportadas até o
laboratério de Farmacologia no periodo da manha, entre 10 horas e meio dia, em
veiculo fechado com ar condicionado, num percurso de aproximadamente 1.200
metros. As fémeas foram observadas durante todo o periodo gestacional e parto.

Apds a recepcdo, o0s animais foram pesados para o inicio do
acompanhamento feito durante todo o periodo gestacional. Os animais foram
novamente pesados no 5° dia, 10° dia, 16° dia e no 21° dia.

Além da manipulacdo das trocas, todas as gestantes foram inoculadas com
1ml/Kg de solugdo salina por via subcutdnea para mimetizar uma inoculacio
experimental no 5° e 10° dia de gestacao e, assim, possibilitar a comparacdo com os
dados obtidos do histérico do laboratério. Os dias de inoculacbes e os testes
comportamentais foram estipulados atraves de experimentos executados
anteriormente pelo laboratorio e visam mimetizar os tratamentos feitos em protocolos
onde sdo utilizadas fémeas Wistar gravidas.

Apés o parto, os filhotes eram separados das maes no momento da
observacao e, imediatamente apos esse procedimento, retornavam a sua gaiola.

Todos os testes foram realizados no mesmo horario do dia.

Todas as ninhadas padronizadas foram acompanhadas para verificagdo do
desenvolvimento fisico e submetidas a testes de desenvolvimento reflexologicos
para verificar a atividade motora (locomocéo) e a atividade geral total dos filhotes.

Os filhotes que ndo foram mantidos, ap0s a padronizacdo, foram
eutanasiados por decapitagdo com tesoura. As respectivas maes foram
eutanasiadas com CO, apoés a finalizacdo dos testes. Todos os animais, apés a
confirmagdo da auséncia de sinais vitais foram acondicionados em freezer destinado

para este fim até que fosse feita a coleta pela empresa responsavel.

3.6 Desenvolvimento reflexologico

Os seguintes reflexos foram avaliados, nos filhotes obtidos:

3.6.1 Reflexo de preenséo palmar
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Os animais foram segurados com uma das méaos, tomando-se o cuidado de deixar a
pata dianteira esquerda livre a fim de segurarem a ponta de um lapis quando
acariciado. O tempo necessario para agarrar a ponta do lapis foi registrado e a
média desse tempo foi calculada. Este teste foi realizado no periodo (p6s-natal)
PN4, PN6 e PN8.

3.6.2 Reflexo postural

Nesse teste, os filhotes foram colocados em decubito dorsal em uma
superficie plana e ndo mais contidos. O reflexo postural é considerado totalmente
alcancado quando os filhotes giram 180° em torno de seu eixo longitudinal, com as
quatro patas em contato com a superficie plana. O tempo necessério para recuperar
a posicao prona normal foi anotado e a média desse tempo foi calculada. Este teste
foi realizado em PN4, PN6, PN8 e PN10.

3.6.3 Geotaxia negativa

A geotaxia negativa € uma reacdo postural que leva o animal a posicéao
vertical quando é colocado em uma posicao descida. Para isso, os filhotes de ratos
foram colocados em um plano inclinado de 45°, com o focinho apontando para
baixo, e tiveram que girar 180° para trazer o focinho para cima. Foi anotado o tempo
necessario para o animal atingir a rotacdo de 180 e a média desse tempo foi
calculada. Este teste foi realizado em PN6, PN8, PN10 e PN12.

3.6.4 Atividade geral na caixa de atividades

Os filhotes foram observados em um monitor de atividades, que é um
aparelho constituido por uma gaiola com dois grupos de sensores, cada um ligado a
um contador, um que mede apenas a atividade locomotora e outro que mede a
atividade geral (locomocdo horizontal e outros movimentos). Os filhotes foram
colocados nesta gaiola individualmente e todos os movimentos realizados pelos
animais foram registrados por 5 minutos e a média das unidades foi calculada. Apds
cada observacao, a gaiola foi limpa com solucéo alcodlica (5%). O teste foi realizado
em PN10, PN14, PN18 e PN22.
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3.7. Andlise Estatistica

Foi utilizado o teste “t” de Student para determinar possiveis diferencas entre
os grupos. O intervalo de confianca aceitavel para todos os grupos foi determinado
em 5%.

Todas as analises estatisticas foram realizadas no programa Graph pad
Prism 5.0. Para andlise de comparacdo do peso das maes foi utilizado o teste
ANOVA.
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4 RESULTADOS

Foi observado um aumento o reflexo de preensdo palmar do grupo
experimental machos e fémeas no 4° dia de observacéo, e diminuicdo no 8° dia nas
fémeas, quando comparados ao grupo controle (Figuras 2 e 3).

No reflexo postural, ndo foi observada nenhuma diferenca significativa em
relacdo ao grupo controle, em machos e fémeas (figuras 4 e 5).

Em relacdo a geotaxia negativa, ndo houve nenhuma alteragdo em nenhum
dos grupos observados (figura 6 e 7).

Nao houve nenhuma alteracdo em relacdo a caixa de atividades em nenhum
dos dias de observacéo, nos grupos estudados (Figuras 8, 9,10 e 11).

A observacdo de peso das maes durante o periodo pré-natal, ndo foi
constatada diferenca significativa entre os grupos controle e experimental (figura 12).

Todos os resultados estdo representados abaixo, como média + desvio

padréo.



Figura 2 — Preensao palmar machos 4°, 6° e 8° dias de vida.
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Figura 3 — Preenséo palmar fémeas 4°, 6° e 8° dias de vida.
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Figura 4 — Reflexo postural machos 4°, 6°, 8° e 10° dias de vida.
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Figura 5 — Reflexo postural fémeas 4°, 6°, 8° e 10° dias de vida.
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Figura 6- Geotaxia negativa machos 6°, 8° 10° e 12° dias de vida.
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Figura 7 — Geotaxia negativa fémeas 6°, 8° 10° e 12° dias de vida.
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Figura 8 — Locomoc&do machos 10°, 12°, 14°, 22° dias de vida.
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Figura 9 — Locomocéao fémeas 10°, 12° 14° e 22° dias de vida.
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Figura 10- Atividade geral total machos 10°, 12° 14° e 22° diasde
vida.
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Figura 11 — Atividade geral total fémeas 10°, 12° 14°18° e 22° dias

de vida
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Figura 12 — Peso das mées nos dias 0,5,10, 16 e 21 de gestacao.
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5 DISCUSSAO

O reflexo de preensdo palmar é um reflexo motor que envolve a maturacéao
do SNC e SNP do animal. Os filhotes nascem com esse reflexo; e este é o Unico
reflexo que desaparece com o tempo, a medida que o animal se desenvolve,
geralmente entre 8° e 10° dia pds-natal (WOOD et.al 2003). Filhotes machos e
fémeas de 4° dia grupo experimental apresentaram aumento do tempo de realizacdo
desse reflexo, tiveram um retardo no desaparecimento do reflexo, o que poderia
sugerir que o estresse do transporte nos primeiros dias da gestacao tenha alguns
efeitos na formacdo e maturacdo do sistema nervoso desses animais.

Em relacdo ao reflexo postural, os animais recém-nascidos levam mais
tempo para retornar a posicdo normal e, a medida que o animal cresce o tempo
necessario para a execucdo desse reflexo diminui gradativamente (PATIN et al,
2004). Este reflexo surge logo apdés o nascimento no rato, entre o 1° e o 3° dia pos-
natal, e amadurece durante a primeira semana de desenvolvimento. Logo apdés o
inicio do reflexo de endireitamento, os filhotes de ratos adquirem a capacidade de se
orientarem para cima no plano inclinado; como uma resposta ndo aprendida a pistas
gravitacionais. A geotaxia negativa € alcancada entre os dias 6 e 8 dias pos-natal. O
reflexo de geotaxia negativa e o endireitamento da superficie estdo envolvidos com
a relacdo espacial do animal. Um atraso na maturacdo do reflexo de geotaxia
negativa sugere um atraso na maturagdo das estruturas do SNC envolvidas com a
habilidade motora, em particular no cerebelo.

Os filhotes também foram submetidos ao teste de atividade geral em caixa
de atividades. Este teste consiste em uma avaliacdo da atividade locomotora e
atividade geral dos filhotes e tem por objetivo avaliar as mudangas comportamentais
induzidas em animais, ndo s6 por manipulacdes fisiolégicas e genéticas, como
também toxicolégicas (BERNARDI E PALERMO-NETO, 1979). O desenvolvimento
da atividade motora em ratas continua durante o periodo de lactacdo atingindo o
pico em torno do 15° dia pds-natal; depois, a atividade diminui €, no momento do

desmame, os niveis de atividade sdo semelhantes aos dos animais na idade adulta.
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6 CONCLUSAO

Apesar de terem sido observadas diferencas, devido a nao realizacdo do
grupo controle concomitante ao grupo experimental, a avaliagdo em conjunto desses
resultados ndo nos permitiu, em principio, afirmar que houve alguma influéncia
significativa, pois, os grupos trabalhados ndo foram sujeitos as mesmas condi¢cdes
de alojamento, uma vez que houve uma mudanca de toda a estrutura e prédio do
biotério do laboratério. Os animais do grupo controle, quando os testes foram
realizados, eram mantidos em ambiente controlado, mas em estantes abertas.
Atualmente, os animais sdo mantidos em estantes ventiladas.

Com base nestes resultados, novos estudos devem ser realizados para
elucidar os mecanismos neuroendécrinos subjacentes aos comportamentos
investigados, bem como outros comportamentos que possam sofrer alteracbes
frente a situacBes adversas inflingidas durante o periodo gestacional, e a resposta
de importantes sistemas para ajudar a desvendar as consequéncias oriundas do

estresse nesse periodo.
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