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RESUMO

Filhotes e ratos adultos emitem vocalizações ultrassônicas (USVs) que se acreditam 
estarem relacionadas a estados emocionais positivos e negativos. USVs de 40 kHz 
emitidos por filhotes separados de suas mães atraem a sua atenção e provavelmente 
são um índice de vínculo emocional entre eles. Ratos adultos emitem USV de 50 kHz 
em resposta a estímulos que provocam emoções relacionadas à recompensa. Isso 
inclui recompensas naturais, drogas estimulantes e estímulos preditivos de 
recompensa. Aqui, testamos se a USV de 40 kHz dos filhotes poderia prever seu 
estado emocional na idade adulta e/ou os efeitos estimulantes da cocaína. Ratos 
Wistar machos e fêmeas foram testados aos 11 dias de idade e posteriormente aos 
89-100 dias de idade. Uma correlação positiva significativa foi observada entre os 
filhotes de USV e o tempo que os machos adultos passaram no braço aberto do 
labirinto em cruz elevado. No entanto, essa correlação não foi observada nas fêmeas. 
Em ratos adultos, a cocaína causou um aumento significativo no número de subtipos 
de USV de 50 kHz, flat, step e trill, mas não de USV de 50 kHz mix. Em ratas adultas, 
a cocaína aumentou significativamente as USVs de 50 kHz de todos os subtipos. 
Curiosamente, o número total de USVs de 50 kHz induzidas por cocaína em fêmeas 
testadas durante a fase não estral foi significativamente maior em comparação com 
as fêmeas que estavam na fase estral. A cocaína também causou um aumento 
significativo na atividade locomotora em machos e fêmeas. Nas fêmeas, esse efeito 
foi mais intenso naquelas em ciclo sem estro. No entanto, com exceção da correlação 
observada acima, nenhuma outra correlação significativa foi observada entre USVs 
de 40 kHz de filhotes e outros parâmetros comportamentais medidos em ratos adultos. 
Esses resultados sugerem que USVs de 40 kHz emitidas por filhotes são um índice 
representativo de um evento importante que ocorre na infância em ratos machos e 
que pode refletir no seu estado de ansiedade na idade adulta. No entanto, esse evento 
não está correlacionado com os efeitos agudos da cocaína avaliados durante a idade 
adulta.

Palavras-chave: cocaína; vocalização ultrassônica; filhotes de ratos; ciclo estral.



ABSTRACT

Pups and adult rats can emit ultrasonic vocalizations (USVs) that have been suggested 
to be associated with positive and negative emotional states. The 40 kHz USV emitted 
by pups separated from their mother evokes the mother's attention and may represent 
an emotional bond between mother and pup. Furthermore, adult rats emit 50 kHz calls 
in response to stimuli that evoke reward-related emotions. This includes natural 
rewards, stimuli, and reward-predicting stimuli. Here, we tested whether 40 kHz USV 
emitted by pups can predict emotional states and/or the stimulant effects of cocaine in 
adulthood. Male and female Wistar rats were tested at 11 days old and then at 89-100 
days old. A positive and significant correlation was observed between the males, but 
not females, pup's 40 kHz USV and time spent in the open arms of the plus elevated 
maze during adulthood. In adult males, cocaine significantly increased the number of 
50 kHz flat, step, and trill USV subtypes, but not mixed 50 kHz USV. In adult females, 
cocaine significantly increased 50 kHz USV for all subtypes. Interestingly, the total 
number of cocaine-induced 50-kHz USVs was significantly greater in females tested in 
non-estrus than in females that were in estrus. In females, this effect was stronger in 
subjects in non-estrus phase. However, apart from the correlations reported above, no 
significant correlation was observed between pup 40 kHz USVs and other behavioral 
parameters measured in during adulthood. These findings suggest that 40 kHz USV 
emitted by pups can be a marker of important events that occur during childhood in 
male rats, influencing anxiety states in adulthood. However, the 40 kHz USV emitted 
by pups was not correlated to the acute effects of cocaine evaluated during adulthood.

Keywords: cocaine; ultrasonic vocalization; rat pups; estrous cycle.
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1 INTRODUÇÃO

1.1 PSICOESTIMULANTES E EPIDEMIOLOGIA DO CONSUMO DE COCAÍNA

Os psicoestimulantes são substâncias químicas capazes de alterar o estado 

normal de um indivíduo gerando um estado de ativação comportamental, modulando 

principalmente a neurotransmissão de catecolaminas. As anfetaminas e a cocaína são 

as drogas estimulantes de abuso mais consumidas mundialmente (CORDEIRO; 

PINTO, 2017; JOHNSON et al., 2018). Podem apresentar efeitos adversos como 

taquicardia, alterações de humor, perda de apetite, agitação e agressividade. Além 

disso, são capazes de conferir uma rápida dependência em seus usuários (SORDO 

et a i, 2013; MAJORI et ai, 2017; FARRELL et ai, 2019).

A cocaína é extraída das folhas da planta Erythroxylum coca e consumida 

frequentemente na forma de cloridrato, aspirada de forma nasal ou injetada de forma 

intra-venosa. Outras apresentações dessa droga incluem o crack que é a cocaína na 

forma de base, insolúvel em água. Por ser volátil quando aquecido, o crack pode ser 

consumido por usuários em cachimbos e se apresenta como uma opção mais barata 

que a cocaína (ARAUJO; LARANJEIRA; DUNN, 1988; FERREIRA; MARTINI, 2001; 

DUAILIBI; RIBEIRO; LARANJEIRA, 2008).

Originalmente a Erythroxylum coca era consumida por povos Andinos e se 

tornou conhecida na América do Norte e Europa em meados do século XIX. 

Encontrada na forma de diversas bebidas, ela era conhecida pelo potencial medicinal, 

mas também observou-se o principio do seu consumo com o intuito recreativo, tendo 

seu uso proibido a partir dos anos 20 por apresentar diversos problemas a saúde (LA 

PARRA, 1989; KARCH, 1999; SANIOTIS et a i, 2014).

Contudo, entre os anos 70 e 80 seu consumo novamente se popularizou 

acompanhando o crescimento de grandes centros urbanos e a necessidade do 

aprimoramento da produção de trabalho. Com a necessidade de produzir mais no 

trabalho e dadas as circunstâncias da época, uma droga estimulante como a cocaína 

era de certo modo um grande benefício (KARCH, 1999).

1.2 TRANSTORNO POR USO DE SUBSTÂNCIAS
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O NIDA (National Institute on Drugs of Abuse) conceitua o transtorno por uso 

de substâncias pelo uso compulsivo de uma droga apesar dos efeitos deletérios, tanto 

para a saúde do indivíduo como para com o seu ciclo social. As obrigações pessoais 

acabam ficando em segundo plano e a parada abrupta do uso de tal substância pode 

vir a causar uma grave abstinência (NIDA, 2018). De forma comum, a adicção se 

instala após longos períodos de consumo, que evolui de práticas de consumo 

recreativas para o consumo rotineiro (KATZUNG, 2017).

Segundo o Manual Estatístico e Diagnóstico de Transtornos Mentais DSM V 

(APA, 2013) não há a diferenciação entre os termos adicção e dependência, ficando 

o termo transtorno por uso de substâncias (TUS) como definição para o uso crônico 

de fármacos e ou drogas que causam consequências psicológicas, físicas e, 

principalmente, sociais ao indivíduo. O TUS pode ser categorizado em três estágios: 

1°: o estágio inicial, onde pode ocorrer o uso excessivo ocasional; 2°: quando a droga 

é removida sem que possa surgir o efeito de abstinência e 3°: o efeito de antecipação 

ao uso, que pode ser reconhecido como fissura -  uma vontade incontrolável de 

consumir a droga, mesmo que o seu uso possa causar efeitos deletérios, sejam ele 

fisiológicos ou sociais (KOOB; VOLKOW, 2010).

O CID-10 (classificação internacional de doenças) e o DSM V definem um 

conjunto de critérios relacionados ao comportamento e itens para o diagnóstico da 

TUS: o descontrole e a dificuldade de se abster da substância, a parada abrupta nas 

atividades sociais, a tolerância que conduz ao uso de doses cada vez mais altas, o 

que é necessário para se obter o efeito e, por fim, a abstinência, que é apenas cessada 

com o consumo da droga (APA, 2013). A TUS se instala ao longo do tempo, permeado 

por períodos intensos e constantes de uso. Essa tendência de consumo evolui para o 

uso indevido e de maneira socialmente não aprovada (KATZUNG, 2017).

O uso abusivo de cocaína implica em um grande problema em função das 

consequências do seu consumo. Vão desde prejuízos na saúde mental e física do 

usuário, até transtornos sócio-ocupacionais, econômicos e legais, que envolvem 

outras instâncias para além das individuais (ANTHONY, 2010; WEI; ANTHONY; LU, 

2012).

O transtorno por uso de cocaína (TUC) é um grande problema de saúde 

pública e uma doença crônica para o qual ainda não há tratamento efetivo e aprovado 

pela Food and Drug Administration (FDA) (CHAN et al., 2019; FARRELL et al., 2019). 

Em 2021, cerca de 36 milhões de pessoas sofreram por transtornos no uso de
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substâncias, sendo uma grande parcela delas com os efeitos deletérios da cocaína 

(UNODC, 2021). O uso compulsivo implica em diversos prejuízos. Os que diretamente 

afetam a saúde do usuário e os que interferem em fatores econômicos e sociais, que 

se entrelaçam para além das consequências individuais (ANTHONY, 2010; WEI; 

ANTHONY; LU, 2012).

1.3 MODELOS ANIMAIS DOS TUS ETUC

Em modelos animais, o método mais usado e que mais se assemelha ao 

padrão de uso em humanos é o de autoadministração. Esse método, conhecido como 

condicionamento operante, teoria proposta por Burrhus Frederic Skinner, consiste da 

premissa que um indivíduo tem a capacidade de associar um comportamento a uma 

subsequente consequência (SKINNER, 1938). Portanto, quando a consequência de 

uma ação é um estímulo recompensador e reforçador, o mesmo sofre a tendência de 

ser repetido.

Ao contrário, estímulos aversivos (reforçador negativo), tendem a ser 

evitados. O comportamento do animal em um modelo de dependência, em certos 

pontos, assemelha-se ao comportamento humano. Apesar de sofrer a exposição a um 

reforço negativo, ou até mesmo a uma punição, o animal tende a exercer a função de 

buscar a droga. Caso se exija um esforço maior de respostas, os animais aumentam 

o número da quantidade exigida (ROBINSON, 2004).

Nesse modelo, o experimentador consegue identificar o reforço dispensado 

para a obtenção da substância, tal como o seu e o potencial de abusivo. Neste modelo, 

através dos efeitos reforçadores positivos, o animal é condicionado a pressionar uma 

alavanca e obter a droga. Nesse sentido, a resposta para com a pressão da alavanca 

pode ser analisada, inclusive quando são administradas substâncias inertes (KOOB; 

VOLKOW, 2010).

O experimentador ainda pode observar a adicção no modelo animal através 

do condicionamento de preferência de local (CPL). Baseado no condicionamento 

Pavloviano, esse método consiste no pareamento de um local, caixa atividade e afins 

de duas maneiras distintas. Em um local o animal de experimentação receberá o 

estímulo recompensante como a droga e exposto ao estímulo condicionado (EC). 

Identificado com uma configuração espacial e decorativa própria, logo o animal
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reconhece esse local como onde receberá a recompensa. Já em outro ambiente, o 

mesmo não o receberá (BARDO; HORTON; YATES, 2015).

O animal que é repetidamente exposto ao EC irá associar o ambiente e suas 

características com os efeitos reforçadores durante a sessão de condicionamento 

(HUSTON et a i, 2013; BARDO; HORTON; YATES, 2015; CARTER; SHIEH, 2015). A 

resposta condicionada, ou seja, a busca pelo ambiente relacionado à droga, sinaliza 

que houve realmente uma conexão entre os dois estímulos. Isso significa que o animal 

atribui importância ao contexto do ambiente

1.4 TUC E TUS: DIFERENÇA ENTRE OS SEXOS

O TUS é um transtorno debilitante que atinge ambos os sexos, sendo 

predominantemente maior entre homens ( cerca de 70%) No entanto, as mulheres 

podem vir a apresentar maiores níveis de TUS ou TUC com mais facilidade e 

encontrar maiores dificuldades em permanecer um maior tempo de abstinência em 

comparação com homens. Embora essas diferenças sexuais possam levar em 

consideração fatores sociais ou culturais, em modelos animais, observa-se uma 

diferença semelhante (BECKER; KOOB, 2016, UNODC, 2021).

Em humanos, tanto as respostas cardiovasculares quanto subjetivas à cocaína 

foram reduzidas durante a fase lútea do ciclo menstrual, quando os níveis de 

estrogênio estão diminuindo. Por outro lado, durante a fase folicular, quando os níveis 

de estrogênio estão elevando-se, mulheres relataram um maior desejo do consumo 

de cocaína, sugerindo uma ligação potencial entre os hormônios ovarianos circulantes 

e a busca por cocaína (CALIPARI etal., 2017).

Embora o ciclo menstrual não tenha sido definitivamente associado a esse 

processo em humanos, esses relatos, no entanto, levantam a possibilidade de 

mecanismos sexualmente dimórficos de processamento de recompensa e sugerem 

que os efeitos do ciclo menstrual/estral podem estar envolvidos. Em modelos animais, 

o aumento da potência da cocaína no DAT é altamente correlacionado com o estradiol, 

mas não com os níveis de progesterona, reforçando assim o papel destas variações 

hormonais nos efeitos da cocaína e possivelmente também no efeito de outras drogas 

de abuso (CALIPARI et ai, 2017).
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1.5 COCAÍNA COMO DROGA DE ABUSO

Na década de 60, influenciados pelo conceito behaviorista introduzido por 

Burrhus Frederic Skinner (SKINNER, 1953), diversas pesquisas demonstraram que 

em animais, as drogas de abuso poderiam atuar como agentes reforçadores da 

mesma maneira que água e comida. Com isso, uma nova abordagem em relação aos 

mecanismos neuronais da adicção se estabeleceram e evidenciaram o papel crucial 

da sinalização dopaminérgica em ações reforçadoras (PICKENS; THOMPSON, 

1968). Embora tenham distintos mecanismos de ação, drogas de abuso como a 

nicotina, cocaína e anfetaminas, por exemplo, compartilham o mesmo efeito 

potencializadorda transmissão dopaminérgica no núcleo acumbens (WISE, 1988).

Funções orgânicas como o movimento e cognitivas como a motivação, 

aprendizado e memória apresentam como denominador comum a dopamina (CUNHA; 

GOMEZ-A; BLAHA, 2012). A sinalização dopaminérgica é essencial em diversos 

mecanismos fisiológicos e quando em concentrações alteradas, é responsável por 

diversas complicações de saúde como o transtorno de déficit de atenção e 

hiperatividade (TDAH), doença de Parkinson, esquizofrenia e o abuso de drogas 

(LENT, 1994; JUAREZ; HAN, 2016).

A cocaína é uma droga estimulante do sistema nervoso central (SNC) e sua 

administração resulta no aumento extracelular de dopamina (DA), noradrenalina (NE) 

e serotonina (5-HT) (FRAZER; RICHARDS; KEITH, 2018). Como a maioria das drogas 

que causam dependência, a ativação da via mesolímbica de recompensa, existe um 

reforço de comportamentos de busca e autoadministração de cocaína. Esta conduta 

é observada em humanos e roedores, sendo os responsáveis os neurônios 

dopaminérgicos da área tegmental ventral (VTA) com projeções para o núcleo 

accumbens (NAc) (DI CHIARA; IMPERATO, 1988; IKEMOTO, 2007; VOLKOW; 

KOOB; McLELLAN, 2016).

As alterações mais relevantes de sua ação estão ligadas a sinalização 

dopaminérgica no centro de recompensa mesolímbico do SNC (HOWELL; 

CUNNINGHAM, 2015; HITNER; NAGLE, 2016). O principal centro de processamento 

de informações relacionados a recompensas e comportamento motivado é 

representado pela via mesolímbica, envolvendo principalmente os neurônios 

dopaminérgicos na VTA e a projeção axonal destes ao NAc (PIERCE; KUMARESAN, 

2006; SOUZA; DUNNINGHAM; SENA, 2018).
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1.6 VOCALIZAÇÕES ULTRASSÔNICAS

Em todas as espécies, os animais podem se comunicar através de estímulos 

elétricos, visuais e principalmente, auditivos. O som apresenta a vantagem de permitir 

a comunicação à distância e, os roedores, podem se comunicar através de 

vocalizações ultrassônicas (USV) (SOHN, S. etal., 2022).

As USVs de ratos não podem ser comparadas à fala humana, visto que os 

roedores não possuem os mecanismos neurais necessários e o cérebro cognitivo 

desenvolvido para ter essa forma de comunicação. No entanto, as USVs podem ser 

comparadas às vocalizações humanas (BRUDZYNSKI, 2015).

Esta é uma comparação válida porque as vocalizações não-verbais humanas 

(como chorar, rir, grunhir, gemer ou gritar) não têm conteúdo lexical. Além disso, elas 

são geradas por mecanismos límbicos subcorticais e são equivalentes evolutivos de 

outras vocalizações de mamíferos (por exemplo, traços humanos não-verbais, bem 

como traços patológicos) (BURGDORF; PANKSEPP, 2006).

Há necessidade de um melhor entendimento da origem, natureza e papel das 

vocalizações ultrassônicas em ratos, seus mecanismos de iniciação, sua interpretação 

e sua equivalência com as emissões vocais humanas. As USVs são emitidas por ratos 

e fazem parte da comunicação na vida social. Por serem sons ultrassônicos, acima de 

20 kHz, não são audíveis aos ouvidos humanos (WÖHR; SCHWARTING, 2013; 

WÖHR, 2018).

Uma das funções mais conhecidas das UVS é a de alarme. O despertar desse 

padrão de vocalização evoluiu como um comportamento de sobrevivência pois avisa 

ao grupo do perigo eminente de um predador. Aquelas emitidas nas faixas de 22 kHz, 

são USVs de duração longa e frequência não-modulada (BLANCHARD; 

BLANCHARD, 1989, 1990; BLANCHARD etal., 1990).

Em ratos adultos, dois padrões de vocalização são identificados: o de caráter 

aversivo, representado pela USVs de 22 kHz e o positivo, que corresponde as USVS 

de 50 kHz (BRUDZYNSKI, 2007; 2009; 2013).

A emissão de USVs de 22 kHz identifica estados emocionais negativos que 

podem ser atribuídos a sintomas disfóricos, ansiedade, medo, dor, eminência de 

predadores ou expectativa de punição. São USVs de longa duração com frequência 

não-modulada e emitidas em um tempo prolongado. Dessa forma, as respostas
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comportamentais às vocalizações de 22 kHz em ratos sem tratamento 

medicamentoso ou comportamental resultaram em diminuição da atividade 

locomotora, aumento da inibição comportamental e resposta de congelamento 

(BRUDZYNSKI, 2015).

Já as USVs de 50 kHz, que são consideradas como de caráter apetitivo, são 

emitidas por roedores em situações de interação social, alimentação, brincadeiras e 

sexo. Além disso, a emissão de USVs de 50 kHz pode ser induzida 

farmacologicamente por administração de cocaína sistêmica ou diretamente no núcleo 

accumbens. Já em períodos de abstinência USVS aversivas (22 kHz) são observadas 

(BARKER; SIMMONS; WEST, 2015; RIPPBERGER et a i, 2015).

1.7 NEUROBIOLOGIA DAS VOCALIZAÇÕES ULTRASSÔNICAS

As USVs de 22 kHz são iniciadas pelo sistema colinérgico mesolímbico 

ascendente e vocalizações de 50 kHz, pelo sistema dopaminérgico mesolímbico 

ascendente. Em contraste com o sistema de excitação cognitiva, esses dois sistemas 

de excitação emocional têm como alvo principalmente as regiões subcorticais e 

límbicas (FIGURA 1). Essa diferenciação na inervação mesolímbica evoluiu como 

uma extensão da mesma diferença que ocorre no sistema nervoso autônomo, 

formando uma divisão simpático-parassimpática. Os dois sistemas de excitação 

emocional mesolímbicos têm funções distintas e antagônicas, permitindo que os 

animais vivenciem dois efeitos distintos e comportamentos opostos, ou seja, perigo 

em situações aversivas (estado negativo) e prazer (positivo) em situações apetitosas 

(BRUDZYNSKI, 2021).
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FIGURA 1 - NEUROBIOLOGIA DAS VOCALIZAÇÕES ULTRASSÔNICAS

FONTE: Brudzynski, 2021.
NOTA: O diagrama apresenta um esboço e uma relação entre o sistema de excitação cognitiva 
ascendente e dois sistemas de excitação emocional no cérebro do rato. O sistema de excitação 
cognitiva (setas amarelas) origina-se do locus coeruleus (LC), libera norepinefrina e atinge a maior 
parte do cérebro, mas particularmente o neocórtex. O sistema de excitação emocional aversiva 
mesolímbica (setas vermelhas) se origina do núcleo tegmental látero-dorsal (LT) e tem como alvo 
extensas regiões límbicas através do hipotálamo (HYP) até o septo lateral (SE) e libera acetilcolina. O 
sistema de excitação emocional apetitiva mesolímbica (setas azuis) se origina da área tegmental ventral 
(VT) e tem como alvo predominante o núcleo accumbens (AC) e regiões vizinhas e libera 
dopamina. Ambos os sistemas de excitação mesolímbico provavelmente também estão atingindo o 
córtex frontal (FC). O diagrama mostra apenas as partes essenciais desses dois sistemas de excitação 
emocional, que representam fragmentos funcionais relevantes de todos os neurônios colinérgicos e 
dopaminérgicos no cérebro. À primeira vista, fica claro que os sistemas de excitação emocional 
ascendentes têm como alvo regiões límbicas predominantemente subcorticais. Outras abreviaturas: CE 
-  cerebelo, ME -  mesencéfalo, OB -  bulbo olfatório, PO -  ponte, TH -  tálamo.

1.8 VOCALIZAÇÕES ULTRASSÔNICAS EM FILHOTES DE RATOS

Além dos cuidados maternos e da relação paternal no início da vida, a relação 

mãe-filhote desenvolveu outra característica: a vocalização ultrassônica infantil 

(MALINOWSKI, 1993). A emissão de USVs ultrassônicas evoluíram, mas sua função 

primária permaneceu a mesma: a de localização e proteção da espécie. Os chamados 

de alerta infantil são de suma importância para garantir a sobrevivência e, o 

direcionamento materno permanece com a mais remota forma de comunicação 

(MACLEAN, 1958; NAUTA, 1972).

Emitidas em uma frequência média de 40 kHz, são direcionadas à mãe 

sempre quando o neonato é separado da ninhada, em mudanças bruscas de 

temperatura ou cuidados maternos agressivos. Também emitida para estabelecer e 

manter laços socais, as USVs infantis visam manter uma ligação afetiva adaptativa
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entre a espécie, uma intimidade tranquilizadora e a coesão entre os animais. As 

vocalizações produzidas por filhotes são denominadas USVs de alerta (SHAHRIER; 

WADA, 2021).

Elas se iniciam desde o nascimento até o momento do desmame, que ocorre 

aproximadamente aos 21 dias. Filhotes com USV próximos da faixa e 40 kHz teriam 

semelhanças com as aversivas em adultos, enquanto os de faixa entre 66 kHz com 

as apetitivas (BOULANGER-BERTOLUS et al., 2017). Além disso, taxas extensas de 

USV na infância mediadas por isolamento podem ser determinantes fatores para 

ansiedade e depressão na idade adulta (BRUNELLI et al., 2015).

A importância da comunicação vocal em filhotes de ratos sugere que os 

filhotes com menos ajuda materna do que o habitual, ficam assustados e emitem mais 

vocalizações ultrassônicas do que os controles quando separados de suas mães e 

irmãos (WÖHR; SCHWARTING, 2008). Além disso, experimentos que mimetizam a 

exposição a situações estressantes dos filhotes por cerca de 30 minutos diários, 

aumentaram as USVs de isolamento em comparação com filhotes recebendo 

cuidados maternos esperados, sugerindo que este procedimento melhorou os 

resultados de desenvolvimento de ratos que sofreram abusos maternos 

(BRUDZYNSKI, 2021).

Filhotes sempre prestam atenção à mãe e à proximidade dela. A interação do 

filhote com sua mãe logo antes do isolamento do filhote mostrou aumentar ainda mais 

as vocalizações do filhote para o isolamento subsequente (denominado realce 

materno). Concluiu-se que as USVs emitidas da primeira infância podem representar 

níveis de ansiedade durante esta fase e que essas USVs podem ser reduzidas 

farmacologicamente por muitos ansiolíticos (BRUDZYNSKI, 2021).

As vocalizaçãoes de 40kHz expressam a emocionalidade dos filhotes, 

portanto, a análise dessas USVs e sua relação materna pode ser um valioso índice 

para se avaliar o comportamento do tipo ansioso e a relação ao uso agudo de cocaína 

na idade adulta.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a possível correlação entre as USVs espontâneas de 40kHz emitidas 

na infância com os parâmetros relacionados a comportamentos de ansiedade na 

idade adulta, e também com a emissão de USVs de 50kHz e os efeitos da 

administração de cocaína sobre estas durante a idade adulta.

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

• Testar a correlação entre vocalizações infantis de 40kHz e parâmetros de 
ansiedade no labirinto em cruz elevado (LCE) de ratos adultos.

• Testar a correlação entre USVs de 40kHz e USVs de 50kHz em ratos adultos.

• Testar a correlação entre os índices de ansiedade coletados no LCE e USVs 
de USVs de 50 kHz evocados por cocaína.

• Testar a correlação entre os índices de ansiedade coletados no LCE e efeitos 

da administração de cocaína sobre a atividade locomotora.

• Testar se existem diferenças comportamentais entre machos e fêmeas e entre 
fêmeas durante o período de estro e sem estro.
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3 MATERIAIS E MÉTODOS

3.1 ANIMAIS

Doze ratos Wistar adultos (machos, n = 6 e fêmeas, n = 6) foram utilizados 

para os procedimentos de acasalamento. Quarenta e sete filhotes (machos, n = 22 e 

fêmeas, n = 25) foram obtidos após o acasalamento e utilizados durante experimentos 

comportamentais. Os filhotes foram identificados através da marcação em suas 

caudas permanecendo esse o critério de identificação até a finalização de todos os 

experimentos. O desmame ocorreu aos 21 dias de idade sendo os mesmos separados 

conforme o sexo e acondicionados com no máximo 4 animais por caixa-moradia. 

Durante os procedimentos de acasalamento, mães e machos foram colocados juntos 

em gaiolas padrão de polipropileno (41 * 34 * 16 cm) com cama de maravalha e essa, 

trocada em dias alternados. Os casais foram mantidos juntos desde o acasalamento 

até o desmame da prole. Nenhuma exposição à droga foi realizada nesse momento 

do experimento. Os filhotes foram desmamados no 21° dia pós-natal (PN). Após esse 

procedimento, os filhotes machos e fêmeas foram separados por sexo e mantidos em 

grupos de até quatro em gaiolas padrão de polipropileno com cama de maravalha.

Todos os animais utilizados neste estudo foram mantidos sob um ciclo 

claro/escuro de 12 horas (luzes acesas às 7h00) e temperatura controlada (22 ± 2 °C). 

Comida e água estavam disponíveis ad libitum. Os experimentos seguiram os 

princípios de cuidados com animais de laboratório e foram conduzidos de acordo com 

as Diretrizes para o Cuidado e Uso de Mamíferos em Neurociência e Pesquisa 

Comportamental. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as 

legislações brasileira (Lei 11.794/8 de outubro de 2008) e europeia (86/609/EEC). O 

protocolo experimental foi aprovado pelo Conselho de Ética Institucional (protocolo 

CEUA-UFPR n° 1004). Além disso, o uso de ratos machos e fêmeas neste estudo visa 

seguir as diretrizes ARRIVE (pesquisa com animais: relato de experimentos in vivo) 

para reprodutibilidade experimental (DU SERT et al., 2020). Todos os esforços foram 

feitos para minimizar o sofrimento dos animais e reduzir o número de animais 

utilizados.
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3.2 DROGAS E GRUPOS DE TESTE

A cocaína HCl foi fornecida pela Polícia Federal (consulta de doação n° 

5016610 91.2019.4.04.7000/PR). A cocaína HCl foi analisada em espectroscopia de 

ressonância magnética nuclear (RMN) e foi determinada com 98% de pureza. A 

cocaína HCl foi dissolvida em solução salina (0,9% p/v) a 20 mg/mL. O fármaco e o 

veículo foram administrados via injeção i.p. A FIGURA 2 esquematiza o desenho 

experimental utilizado no desenvolvimento dos experimentos.

FIGURA 2 - DESENHO EXPERIMENTAL  

FILHOTES

40  kHz USV 

gravação

ADULTOS____________

50 kHz USV gravação

EPM I E3ase line Salina Cocaina

FONTE: O autor (2023).
NOTA: A prole de 6 ratas foi utilizada (n = 47). As vocalizações ultrassônicas registradas de ratos 
machos e fêmeas aconteceram quando os filhotes estavam com 11 dias de idade e quando eram 
adultos. Quando os mesmos ratos eram adultos (dia 1, 89-100 dias após o nascimento), foram testados 
em um labirinto em cruz elevado (LCE). No dia seguinte (dia 2), as USVs foram registradas em 
condições basais (sem tratamento, dia 2). Nos dias 3 e 4, USVs foram registradas imediatamente após 
os ratos receberem tratamento, ou seja, solução salina e 20 mg/kg de cocaína, respectivamente. Nos 
dias 1 e 4, imediatamente após a sessão de teste, um swab vaginal foi coletado e analisado para 
determinar a fase do ciclo estral.

3.3 GRAVAÇÃO USV E ATIVIDADE LOCOMOTORA

Quando os filhotes completaram 11 dias, as USVs foram registradas em uma 

única sessão de 5 minutos. Para este procedimento, um microfone (UltraSoundGate 

Condenser Microphone, CM16; Avisoft Bioacoustics, Berlin, Germany) controlado pelo 

software Avisoft Recorder 2.7 foi colocado a 45 cm acima do centro de uma caixa de 

acrílico customizada para gravações de USVs infantis (40x40x40 cm), contendo
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maravalha fresca no fundo da caixa e os animais foram mantidos em temperatura 

ambiente controlada a 22 °C. Para diminuir o estresse materno induzido pela 

manipulação e separação dos filhotes, foi aplicado um intervalo de 5 minutos entre 

cada retirada e os mesmos foram retirados de forma aleatória da gaiola. Após as 

gravações dos USVs, nenhum experimento adicional foi realizado com esses 

descendentes até a idade adulta.

Durante a fase adulta, PD 91, USVs foram registradas nesses mesmos 

animais em três sessões: baseline (sem administração de drogas), veículo (solução 

salina 0,9%, i.p.) e cocaína (20 mg/kg, i.p.). Cada sessão teve duração de 40 minutos 

e foram realizadas com 24 horas de intervalo. O veículo e a cocaína foram 

administrados imediatamente antes do início da sessão. Em cada sessão, os 

procedimentos foram realizados conforme descrito anteriormente (SANCHEZ et al., 

2021). Os ratos foram cuidadosamente colocados em uma caixa de acrílico (40 x 40 

x 40 cm) com maravalha fresca no fundo, a temperatura do ambiente foi monitorada 

bem como a luz. As USVs foram gravadas com um microfone (UltraSoundGate 

Condenser Microphone, CM16; Avisoft Bioacoustics, Berlim, Alemanha) colocado 25 

cm acima do centro da caixa, controlado pelo software Avisoft Recorder 2.7. 

Simultaneamente às gravações das USVs, a atividade locomotora foi registrada por 

uma câmera suspensa (sistema de rastreamento comportamental ANY-maze®, 

Stoelting Co., IL). Tanto as USV de 50 kHz quanto as de 40 kHz foram contadas 

automaticamente usando o software DeepSqueak 2.6.1 (COFFEY; MARX; 

NEUMAIER, 2019), aceitas (ou rejeitadas) manualmente. A USVs de 50 kHz foram 

classificadas em quatro subtipos de acordo com Pereira et al. (2014), Flat, Step, Trill 

ou Mix. A atividade locomotora foi analisada pelo software automatizado EthoVision® 

XT (Noldus, Wageningen, Holanda).

3.4 TESTE DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO DURANTE A IDADE ADULTA

No PD 90, os ratos foram submetidos ao teste do labirinto em cruz elevado 

(LCE) para avaliação do comportamento do tipo ansioso. Para esse procedimento, os 

ratos foram colocados em um LCE de madeira, pintado de preto e elevado 50 cm 

acima do piso. O LCE continha dois braços abertos de 50x10 cm e dois braços 

fechados de 50x10 cm (paredes de 50 cm de altura). Ambos os braços abertos e 

fechados foram alinhados perpendicularmente e conectados por um centro de labirinto
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de 10x10 cm. O teste teve duração de 5 minutos em que os ratos puderam explorar 

livremente o labirinto. As sessões foram gravadas por uma câmera suspensa (ANY- 

maze® Behavioral tracking system, Stoelting Co., IL). As análises comportamentais 

foram realizadas com o software EthoVision® XT (Noldus, Wageningen, Holanda). 

Durante a análise comportamental foram analisados os seguintes comportamentos: 

número total de entradas nos braços abertos e fechados e a porcentagem de tempo 

gasto nos braços abertos e fechados, número total de risk assessment (posição do 

corpo alongado do centro do labirinto em direção a entrada do braço aberto), head 

dippings e entradas na porção final (últimos 3 cm) do braço aberto.

3.5 DETERMINAÇÃO DO CICLO ESTRAL

Amostras de swabs vaginais foram coletadas após o teste de LCE e após a 

última sessão de registro de USVs (sessão de administração de cocaína). Essas 

amostras foram utilizadas para a determinação do ciclo estral das ratas. Para esse 

procedimento, uma micropipeta com ponta de polietileno foi introduzida suavemente 

no canal vaginal e 0,3 mL de solução salina foi injetado e prontamente aspirado. A 

amostra coletada foi colocada em uma lâmina de vidro e avaliada a fresco ao 

microscópio (Leica, Alemanha). A classificação do ciclo estral foi realizada conforme 

descrito anteriormente (BENMANSOUR etal., 2009).

3.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA

Os testes estatísticos foram realizados através do software GraphPad Prism 

8.0.1. Distribuição normal e desvios padrão significantemente diferentes foram 

avaliados com o teste de Komogorv-Smirnov e o teste de Bartlett, respectivamente. 

Os conjuntos de dados que não passaram no teste de distribuição normal foram 

transformados em log (Y+2). O conjunto de dados que passou nesses testes foi 

analisado pelo teste t de Student ou ANOVA de medidas repetidas (RM-ANOVA) 

seguido pelo teste de Sidak. Os dados que não passaram em um desses testes foram 

analisados pelo teste de Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis ANOVA seguido do teste 

de Dunn. Análises de correlação foram realizadas por meio do teste de correlação de 

Pearson. As diferenças ou correlações entre os grupos foram consideradas 

significantes se P < 0.05.
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4 RESULTADOS

4.1 REGISTRO DAS USV DE 40kHz EM FILHOTES

O número de vocalizações de 40 kHz e diferentes frequências em filhotes 

machos e fêmeas são mostrados na FIGURA 3A e 3B, respectivamente. Os dados da 

FIGURA 3A passaram nos testes de normalidade e desvio padrão e foram analisados 

por um teste T não pareado que não detectou diferença significante entre machos e 

fêmeas (p = 0.48). A FIGURA 3B não passou no teste de normalidade e foi analisada 

pelo teste de Mann-Whitney, que não detectou diferença significante entre machos e 

fêmeas (U = 214, P = 0.19, P = 0.20).

FIGURA 3 - VOCALIZAÇÕES DE 40 kHz EM FILHOTES
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FONTE: O autor (2023).
LEGENDA: A. Número de USVs. B. Frequências de chamada. As barras representam a média ± SEM. 
O teste t de Student (A) e o teste de Mann-Whitney (B) não detectaram diferenças significantes entre 
os grupos. Fêmeas (N=25), machos (N = 22).

4.2 REGISTRO DE USVs DE 50kHz EM RATOS ADULTOS

O número total de USVs de 50 kHz é mostrado na FIGURA 4A. Os dados 

foram transformados em log(y+2) e analisados por RM-ANOVA. Esta análise não 

mostrou um efeito significante de sexo (F(1,45) = 0.03, P = 0.88), mostrou um efeito 

significante do fator sessão (tratamento), F(2,90) = 52.18, P <0.001) e uma interação
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significante entre os fatores sessão e sexo (F(2,90) = 3.75, P = 0.02). Os testes post- 

hoc de Sidak detectaram em machos e fêmeas um aumento significante no número 

de USVs após a administração de cocaína em comparação com os dias em que os 

ratos receberam solução salina e em comparação com a sessão de baseline (P < 

0.001). Nenhuma diferença significante entre machos e fêmeas nas condições de 

baseline, solução salina e cocaína foi encontrada (P = 0.34, teste de Sidak).

As USVs de 50 kHz foram classificadas em 4 subtipos: flat, step, trill e mix. O 

número de cada subtipo de USVs em um dia foi comparado com o número registrado 

em outro dia pelo teste qui-quadrado, e está representado na forma de percentual na 

FIGURA 4B). Em geral, o estresse causado pela injeção de salina (dia 2) e pelo 

tratamento com cocaína (dia 3) diminuiu a quantidade de USVs moduladas (step, trill 

e mix) e aumentou a proporção da classe não-modulada (flat). Mais especificamente, 

nos machos, a injeção de solução salina causou uma diminuição significante na 

proporção de USVs do tipo trill (P < 0.001) e mix (P = 0.02), em comparação com o 

dia baseline. Nas fêmeas, a proporção de USVs do tipo step (P < 0.01) e mix (P < 

0.001) diminuiu e a proporção de flat aumentou (P < 0.001) na sessão de exposição 

a salina em comparação com a sessão de baseline. Por outro lado, no dia da injeção 

de cocaína, a proporção de USVs step, trill e mix aumentou e a proporção de 

chamados flat diminuiu em comparação com o dia baseline e com o dia em que os 

animais receberam a injeção de solução salina, tanto em machos como em fêmeas (P 

<0.001).

Embora a proporção de USVs moduladas e não-moduladas tenham se 

alterado em direções opostas com o tratamento com solução salina e cocaína, de 

maneira geral, o número absoluto de USVs não se alterou com o tratamento com 

solução salina. Além disso, o número de USVs moduladas e não-moduladas 

aumentou com o tratamento com cocaína (FIGURA 4C). Esses dados não passaram 

no teste de normalidade mesmo após as transformações log (y) e log (y+2). Então, 

esses dados foram analisados por Kruskall-Wallis ANOVA (TABELA 1) seguido do 

teste de comparações múltiplas de Dunn (FIGURA 4C). Nos machos, a cocaína 

causou um aumento significante no número de USVs dos tipos flat, step e trill em 

comparação com a sessão de baseline (P < 0.05). Ratos machos também emitiram 

significantemente mais USVs step e trill no dia em que receberam cocaína do que no 

dia em que receberam solução salina (P < 0.05). Nas fêmeas, no dia do tratamento
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com cocaína causou um aumento significante no número de USVs de todos os tipos 

em comparação com o dia da injeção de solução salina e com o dia baseline (P < 0.05).

TABELA 1 - EFEITOS DA COCAÍNA NOS SUBTIPOS DE USVs
MACHOS FÊMEAS

KW P KW P
FLAT 4,59 0 , 1 0 20,89 < 0,05
STEP 8,31 0 , 0 1 21,77 < 0,05
TRILL 19,49 < 0,05 17,98 < 0,05
M IX 5,59 0,06 26,77 < 0,05

FONTE: O autor (2023).
NOTA: Estatísticas dos dados mostrados na FIGURA 4D. Dados analisados por Kruskal-Wallis

ANOVA.

FIGURA 4 - EFEITO DA COCAÍNA EM USVS USV DE 50 kHz

FONTE: O autor (2023).
LEGENDA: As USVs de ratos adultos foram registradas durante 40 min em 3 sessões diárias: dia 1 -  
baseline; dia 2 - após injeção de solução salina; dia 3 - após uma injeção de 20 mg/kg de cocaína. A. 
Número total de USVs (média ± SEM); *P < 0.05, em comparação com baseline, #  P < 0.05, em 
comparação com soro fisiológico, teste de Sidak após RM-ANOVA. B. Porcentagem média de USVs 
de 50 kHz dos tipos flat (azul), step (amarelo), trill (verde) e mix (laranja); * P < 0.05, comparado a 
baseline; #  P < 0.05, em comparação com solução salina, teste qui-quadrado. C . Número de USVs de
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cada subtipo (média ± SEM). C . * P < 0.05, comparado a baseline; #  P < 0.05, em comparação com o 
dia em que os ratos receberam solução salina, teste de Dunn após Kruskal-Wallis ANOVA. Não foi 
encontrada uma diferença significante entre machos e fêmeas (P > 0.05; Teste de Mann-Whitney). N= 
25 fêmeas, 22 machos.

4.3 TESTE DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO (LCE)

Os dados do LCE que passaram nos testes de normalidade e homocedasticidade 

foram analisados pelo teste t de Student não-pareado (FIGURA 5A, 5C, 5D e 5G) e os 

dados que não passaram nesses testes foram analisados pelo teste t de Mann-Whitney 

(FIGURA 5B, 5F). A única diferença significante observada entre machos e fêmeas foi no 

número de entradas na extremidade dos braços abertos Fig 3C (P = 0.17) Kruskal-Wallis 

ANOVA, P = 0.04, teste de Dunn). O teste de Mann-Whitney não detectou nenhuma 

diferença significante entre os sexos foi observada no número de entradas nos braços 

abertos (FIGURA 5A, P = 0.17), na porcentagem de tempo gasto nos braços abertos 

(FIGURA 5B, P = 0.08), no número de entradas nos braços fechados (FIGURA 5D, P = 

0.19), na porcentagem de tempo gasto nos braços fechados (FIGURA 5E, P = 0.15), no 

número de head deppings (FIGURA 5F, P = 0.17) e no número de risk assessment 

(FIGURA 5G, P = 0.55).
FIGURA 5 - TESTE DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO
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FONTE: O autor (2023).
LEGENDA: A. Número de entradas nos braços abertos. B. Porcentagem de tempo gasto nos braços 
abertos. C. Número de entradas na extremidade dos braços abertos. D. Número de entradas nos braços 
fechados. E. Porcentagem de tempo gasto nos braços fechados. F. Número de head deppings. G . Número
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de risk assessment. *P < 0.05 em relação ao sexo feminino (teste t de Student). Fêmeas (N=25), machos 
(N = 22). Os dados estão representados como média ± SEM.).

4.4 ATIVIDADE LOCOMOTORA

A atividade locomotora foi avaliada como a distância percorrida pelos ratos 

durante a sessão de 40 minutos. Os dados foram transformados pela equação log 

(y+2) e analisados por RM-ANOVA. Esta análise mostrou um efeito significante do 

sexo (F(1,45) = 42.46, P <0.001), um efeito significante do dia da sessão (tratamento) 

(F(2,90) = 465.1, P <0.001) e uma interação significante entre fatores de sessão e 

sexo (F(2,90) = 13.68, P < 0.001). Os testes post-hoc de Sidak detectaram um uma 

atividade locomotora significantemente maior após a administração de cocaína em 

comparação com os dias em que os ratos receberam solução salina e em comparação 

com o baseline tanto em machos como em fêmeas (P < 0.001). O teste de Sidak 

também mostrou que o efeito da cocaína na locomoção foi significantemente maior 

nas fêmeas em comparação aos machos (P < 0.001) (FIGURA 6).

FIGURA 6 - ATIVIDADE LOCOMOTORA

FONTE: O autor (2023).
LEGENDA: A atividade locomotora (distância percorrida) dos ratos foram registradas durante uma 
sessão de 40 minutos e estão expressas como média ± SEM. * P < 0.05, em comparação com o a 
sessão em que os ratos receberam solução salina; # P  < 0,05, em comparação com o sessão de baseline,
+ P<0,05 , em comparação com as fêmeas. Teste de Tukey após ANOVA de medida repetida.

4.5 INFLUÊNCIA DO CICLO ESTRAL DE RATAS ADULTAS NOS ESCORES DO 

LCE, ATIVIDADE LOCOMOTORA EVOCADA POR COCAÍNA E NO 

NÚMERO DE USVs DE 50 kHz EVOCADAS POR COCAÍNA
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Os dados da FIGURA 7 passaram nos testes de normalidade e 

homocedasticidade e foram analisados pelo teste t de Student não pareado, exceto 

os dados da FIGURA 7, que foram transformados em log (y+2) antes de serem 

comparados com o teste t. Nenhuma diferença significante nos escores do LCE foi 

observada entre as ratas que estavam nas fases de estro e não-estro (FIGURA 7A-F, 

P = 0.11). Por outro lado, o número de USVs de 50 kHz (FIGURA 7G, P < 0.001) e a 

atividade locomotora das ratas que estavam na fase não-estro foram 

significantemente maiores em comparação com as ratas que estavam na fase de estro 

(FIGURA 7H, P < 0.05).

FIGURA 7 - EFEITOS DO CICLO ESTRAL NOS ESCORES DE ANSIEDADE DO LCE, NÚMERO  
DE USVS EVOCADAS POR COCAÍNA E NA LOCOMOÇÃO EVOCADA POR COCAÍNA EM

FÊMEAS ADULTAS
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FONTE: O autor (2023).
LEGENDA: A. Número de entradas nos braços abertos. B. Porcentagem de tempo nos braços abertos. 
C. Número de entradas no final dos braços abertos. D. Porcentagem de tempo nos braços fechados.
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E. Número de comportamentos de risk assessment. F . Número de comportamentos de head dippings. 
G . Número de USVs de 50 kHz na sessão de cocaína. H . Distância percorrida (cm) na sessão de 
cocaína. . * P < 0.05 comparado ao fêmeas na fase estro, teste t de Student não pareado. Os dados 
estão representados como média ± SEM. Ao final do teste de LCE, 10 ratas estavam na fase de estro 
e 15 ratas estavam na fase de não-estro. Após a sessão onde foram registradas as USVs e a atividade 
locomotora, 5 ratas estavam na fase de estro e 20 ratas estavam na fase de não-estro.

4.6 CORRELAÇÕES ENTRE AS USVs DE 40 kHz REGISTRADAS ENQUANTO 

OS ANIMAIS ERAM FILHOTES E AS USVs DE 50 kHz E ESCORES DE 

ANSIEDADE NO TESTE DO DO LCE E DA ATIVIDADE LOCOMOTORA 

REGISTRADAS QUANDO OS ANIMAIS JÁ ERAM ADULTOS

As correlações de Pearson entre as USVs de 40 kHz dos filhotes e os 

comportamentos registrados nos adultos estão apresentadas na TABELA 2.

As USVs de 40 kHz das fêmeas apresentaram uma correlação positiva com 

as USVs de 50 kHz no dia em que receberam a injeção de solução salina (FIGURA 8, 

r = 0.57; P = 0.01). Curiosamente essa correlação (USVs filhotes vs USVs fêmeas 

adultas) não foi significante para o dia de registro na sessão de baseline e exposição 

a cocaína (TABELA 2). Em relação aos ratos machos, não houve correlação positiva 

entre as USVs dos filhotes e dos ratos adultos para nenhuma das 3 sessões (TABELA 

2).
As correlações entre o número de USVs de 40 kHz que os filhotes emitiram 

quando separados da mãe e os escores de ansiedade no teste do LCE foram 

calculadas para testar a hipótese de que o estado emocional dos filhotes determina 

seu estado emocional quando se tornaram adultos. Este teste mostrou uma correlação 

positiva significante entre os USVs dos filhotes machos e o tempo que eles 

permaneceram nos braços abertos quando foram testados no LCE quando já eram 

adultos (FIGURA 8A, r = 0.53, P = 0.01). De forma coerente, observamos que houve 

uma correlação negativa significante entre o número de USVs de 40 kHz dos filhotes 

e o tempo que eles permaneceram nos braços fechados do LCE coletados na idade 

adulta (TABELA 2). Esse resultado sugere que os ratos machos que fizeram um maior 

número de chamados para serem resgatados pelas mães quando foram retirados do 

ninho se mostraram menos ansiosos na idade adulta, resultado não observado nas 

fêmeas. O teste de Pearson não detectou nenhuma outra correlação significante entre 

as USVs dos filhotes e demais comportamentos dos ratos adultos no LCE (TABELA 

2). No dia em que os animais receberam uma injeção de solução salina, observamos
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também uma correlação negativa significante entre o número USVs de 40 kHz dos 

filhotes e a atividade locomotora dos ratos machos adultos (TABELA 2). Porém, 

nenhuma correlação entre esses parâmetros foi significante quando a locomoção dos 

ratos machos foi registrada na sessão de baseline e na sessão de exposição a 

cocaína. Nas fêmeas, essa correlação também não foi significante para nenhuma das 

sessões onde a atividade locomotora foi registrada (TABELA 2).

TABELA 2 - CORRELAÇÕES ENTRE USVs DE 40 kHz DE FILHOTES E USVs DE 50 kHz DE 
ADULTOS, LCE E ESCORES DE LOCOMOÇÃO__________________________________________________

50 kHz USVs Total de USVs (baseline) 0,05 0,81 0,14 0,49
Total de USVs (salina) 0,09 0,68 0,57 0,001
Total de USVs (cocaína) -0,13 0,54 -0,08 0,67
USVs do tipo Flat -0,13 0,53 -0,08 0,68
USVs do tipo Step -0,05 0,82 -0,21 0,30
USVs do tipo Trill 0,12 0,58 0,03 0,88
USVs do tipo Mix -0,14 0,51 -0,03 0,86

LCE Entradas nos braços abertos -0,01 0,96 0,21 0,31
Tempo nos braços abertos (%) 0,53 0,001 -0,02 0,90
Entradas no final dos braços 
abertos -0,06 0,77 0,26 0,20

Entradas nos braços fechados 0,09 0,68 0,10 0,62
Tempo nos braços fechados (%) -0,45 0,001 -0,22 0,27

LOCOMOÇÃO Dia baseline -0,22 0,30 0,21 0,30
Dia de salina -0,52 0,001 0,12 0,56
Dia de Cocaina -0,11 0,60 -0,08 0,70

FONTE: O autor (2023).

MACHOS FEMEAS
r P r P

FIGURA 8 - CORRELAÇÕES ENTRE USVS DE 40 kHz EM FILHOTES E ESCORES DE
ANSIEDADE EM ADULTOS
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FONTE: O autor (2023).
NOTA: Os dados foram analisados pelo teste de Pearson. A. P < 0.05 demostrando uma significativa 

correlação entre tempo nos braços abertos do LCE e a emissão de USVs de 40 kHz durante a 
infância em machos. B. P = 0.02 demostrando a não existência de uma significativa correlação entre 

tempo nos braços abertos do LCE e a emissão de USVs de 40 kHz durante a infância em fêmeas.
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5 DISCUSSÃO

Em nosso estudo, propomos a hipótese de que as vocalizações ultrassônicas 

infantis estavam intimamente correlacionadas com o comportamento do tipo ansioso 

na idade adulta. Nesse sentido, uma maior emissão dessas USVs de 40kHz poderia 

ser um valioso índice para mensurar esses comportamentos, inclusive, a emissão 

acentuada nas USVs de 50 kHz após a administração aguda de cocaína.

Os objetivos principais desse trabalho foram testar a correlação entre as USVs 

de 40 kHz emitidas na infância e se essas prediziam comportamentos do tipo ansioso 

e o efeito da cocaína em USVs de 50 kHz em ratos adultos. Observamos que o número 

de USVs de 40 kHz medidos na infância de ratos machos estava significantemente 

correlacionado com o tempo gasto nos braços abertos de um LCE. No entanto, tal 

correlação não foi observada ratas fêmeas (FIGURA 8). Estudos prévios já 

demonstraram que que taxas elevadas na emissão de USV na infância mediadas por 

isolamento podem ser determinantes fatores para um índice elevado de ansiedade na 

idade adulta (BRUNELLI et ai, 2015).

Sendo o LCE um teste baseado na aversão a espaços abertos que roedores 

possuem naturalmente (KRAEUTER; GUEST; SARNYAI, 2018), os resultados 

sustentam a nossa hipótese inicial apesar das fêmeas não apresentarem um resultado 

similar. Quando pontuados individualmente, as fêmeas apresentam menor ansiedade 

que os machos no teste do LCE, quando analisamos o maior número de entradas na 

extremidade dos braços abertos no teste LCE (FIGURA 5C). Observamos também 

que o machos apresentaram maiores níveis de comportamento ansioso. Além disso, 

o sexo e a fase estral não afetaram nenhuma adicional variável avaliada durante o 

teste de LCE (FIGURA 5 e FIGURA 7).

Ratos filhotes produzem USVs com uma frequência média entre 30 e 65 kHz 

em várias situações de estresse como quando separados de sua mãe e da ninhada, 

mudanças bruscas de temperatura e presença de odores desconhecidos (BRANCHI; 

SANTUCCI; ALLEVA, 2001; HOFER, 1996; OSWALT; MEIER, 1975; SIMOLA, 

2015). Essas chamadas são direcionadas intencionalmente a mãe para atrair a sua 

atenção e direcionar seus cuidados como recuperação, higiene e lactação 

(BROUETTE-LAHLOU; VERNET-MAURY; VIGOUROUX, 1992; HASHIMOTO et ai, 

2001; TERKEL; DAMASSA; SAWYER, 1979; WÖHR; SCHWARTING, 2008). Além 

disso, mães expostas a um filhote que emite USV apresentam maior nidificação e
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liberação de prolactina, hormônio esse envolvido na amamentação e no 

comportamento materno (HASHIMOTO etal., 2001; MANN; BRIDGES, 2001).

Estudos anteriores demonstraram que há uma diferença significante entre 

as USVs infantis de machos e fêmeas. No entanto, em nosso trabalho não 

encontramos esse resultado (FIGURA 3). Nesse sentido, uma das hipóteses para a 

ausência de diferença sexual entre os filhotes pode estar relacionada com a grande 

variabilidade individual das USVs, principalmente entre os filhotes machos. Filhotes 

machos com 2 até 13 dias após seu nascimento produzem mais USVs de alarme 

com uma frequência e amplitude média mais baixa (NAITO; TONOUE, 1987; 

BOWERS et al., 2013). Essa característica acústica promove a recuperação 

preferencial do macho pela mãe, priorizando os cuidados maternos e a atenção, 

aumentando de forma substancial os índices de sobrevivência do filhote. Portanto, o 

dimorfismo sexual das USVs de alerta podem resultar na mãe um senso de cuidado, 

priorizando a sobrevivência do filhote macho (LENELL et al., 2021).

Em nosso estudo, não analisamos os cuidados maternos referentes a 

ninhada, mas possivelmente as USVs dos filhotes machos e não das fêmeas podem 

ter impactado o comportamento do tipo ansioso na idade adulta. Em roedores, o 

cuidado materno afeta de forma substancial o comportamento emocional na idade 

adulta. Um valor elevado na emissão de USVs de alarme é considerado como um 

aspecto ansioso no filhote pois sabe-se que as USVs induzidas por isolamento são 

atenuadas pela administração de compostos ansiolíticos e antidepressivos em ratos 

com 6 a 10 dias de idade (ISOBE, KAWAGUCHI 2019; INSEL; HILL; MAYOR, 1986). 

Portanto, experiências negativas no início da vida são passíveis de moldar o 

desenvolvimento, impactando de modo profundo o comportamento (BEERY; 

FRANCIS, 2011).

A assimetria dos cuidados maternos, como lamber e cuidados como a higiene, 

em particular contribui para o desenvolvimento de diferenças individuais em 

situações que envolvem indicadores subjetivos de ansiedade. Isso pode significar 

que essas diferenças no cuidado individual dos filhotes afetam a reatividade da prole 

adulta ao estresse. Especificamente, filhotes de mães que apresentam altos níveis 

de cuidado, evidenciam níveis mais baixos de comportamento do tipo ansioso e uma 

reação reduzida ao estresse na idade adulta (CALDJI et al., 1998; FRANCIS et al., 

1999; MENARD; CHAMPAGNE; MEANEY, 2004; MENARD; HAKVOORT, 2007; 

ZHANG et al., 2005). Portanto, a correlação entre filhotes machos de 40 kHz e o
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comportamento relacionado à ansiedade em ratos adultos pode ser um bom modelo 

para estudar o efeito do vínculo mãe-bebê humano na expressão de 

comportamentos de ansiedade durante a idade adulta.

Como os chamados dos filhotes de ratos são considerados como uma 

medida de vínculo entre a mãe e o filhote (WÖHR; SCHWARTING, 2008) e este fator 

comportamental durante a infância demonstrou ter efeitos duradouros na 

vulnerabilidade ao abuso de drogas (BREMNER; VERMETTEN, 2001), 

esperávamos que as USVs de 40 kHz seriam preditivas do efeito da cocaína nas 

USVs de 50 kHz em adultos. No entanto, nossos resultados não suportam esta 

hipótese: os efeitos agudos da cocaína em adultos não foram correlacionados com 

as USVs de 40 kHz (TABELA 2). Isso não significa que se possa contestar a hipótese 

de que o cuidado materno impacta o risco de abuso de drogas em adultos.

Em humanos, mudanças no estilo de cuidado parental em uma idade precoce 

têm um efeito profundo no bem-estar mental das crianças. Filhos expostos a pais 

rígidos têm uma maior probabilidade de desenvolver distúrbios afetivos, como 

ansiedade e depressão na idade adulta (RAPEE, 1997) e podem ser mais resistentes 

ao tratamento medicamentoso nessas patologias (CHAMBERS; POWER; DURHAM, 

2004, SAKADO et al., 2000).

Em roedores, a exposição no início da vida a níveis relativamente baixos de 

lambidas e outras formas de interação materna resulta em um aumento do 

comportamento do tipo ansioso. Francis e Kuhar (2008) analisaram a correlação 

entre os índices de lambidas genitais (LG) com o consumo de drogas (cocaína) e 

observaram que níveis mais altos de LG se correlacionavam com um menor 

consumo de drogas de abuso.

No presente estudo, não foi avaliado o comportamento da mãe em relação 

a ninhada. Os filhotes foram separados das mães apenas uma vez (5 min) e para o 

procedimento de registro da emissão de USVs. Esta situação está longe de expor os 

filhotes a uma condição estressante severa. Moffett e colaboradores (2006) 

examinaram a autoadministração de cocaína em ninhadas submetidas a variações 

na separação e manejo materno. Grupos de filhotes foram separados por 0 min, 15 

min ou 180 min. As separações foram realizadas do dia pós-natal (2) e os 

experimentos de autoadministração foram realizados na idade adulta, por volta de 

90 dias. Quanto mais tempo separado da ninhada mais fácil era a aquisição da 

autoadministração de cocaína.
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Além disso, o efeito agudo de recompensa da cocaína em adultos é apenas 

um dos vários fatores que afetam a propensão à adicção em cocaína e outras drogas 

de abuso. Está bem estabelecido em humanos que as experiências negativas na 

primeira infância têm um impacto profundo no estado emocional dos adultos 

(BEERY; FRANCIS, 2011). Uma das limitações do nosso trabalho foi não ter 

avaliado se os índices de emissão de USVs de 40kHz poderiam estar associadas ao 

uso crônico da cocaína, na atividade locomotora e nas USVs de 50kHz. Um aspecto 

importante a se mensurar é a inclusão de outros testes comportamentais como CPP 

e o método de autoadministração. Vale ressaltar que, nos modelos animais, o uso 

crônico é o mais adequado método para analisarmos o esforço para se obter a droga, 

fissura, abstinência entre outras variáveis. Fazer essa correlação com as USVs de 

40 kHz é de fato importante para o estudo de fatores relacionados a dependência.

No presente estudo, a falta de correlação significante entre os escores de 

LCE e USVs de 50 kHz sugere que as diferenças no estado semelhante à ansiedade 

entre os ratos não foram fortes o suficiente para impactar o fator de recompensa da 

cocaína. Novamente, isso não quer dizer que a ansiedade não afete o efeito 

recompensador da cocaína. Comparados aos não usuários, os usuários de cocaína 

têm duas vezes mais chances de apresentar transtornos de humor ou ansiedade 

(HEDDEN; MALCOLM; LATIMER, 2009).

Em nosso trabalho, os ratos não foram submetidos a situações ansiogênicas 

antes da administração de cocaína. Portanto, leves diferenças no estado semelhante 

à ansiedade dos ratos não foram fortes o suficiente para impactar o efeito 

recompensador do tratamento agudo com cocaína. De fato, outros estudos 

mostraram que a ansiedade é um fator de risco importante para a dependência de 

drogas. O sexo também tem forte influência nos transtornos de humor, ansiedade e 

uso de cocaína (ALTEMUS; SARVAIYA; EPPERSON, 2014).

Um achado importante do presente estudo foram as semelhanças e diferenças 

entre machos e fêmeas. Em ratas Wistar, o ciclo estral pode iniciar após 30 dias, quando 

ocorre a abertura da entrada vaginal (ALLEN, 1922; COOPER; GOLDMAN; 

VANDENBERGH, 1998). Antes que os hormônios do ciclo estral estivessem presentes 

(filhotes), nenhuma diferença significante entre os sexos foi observada (FIGURA 3). Por 

outro lado, o sexo e a fase, do ciclo estral afetaram os efeitos da cocaína e os escores de 

ansiedade no teste LCE. A cocaína causou um efeito mais potente nas fêmeas do que nos 

machos na atividade locomotora e na expressão de USVs de 50 kHz. Estudos clínicos
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sugerem que um dos aspectos biológicos que desempenham um papel na TUS é o 

sexo. Em média, as mulheres iniciam o uso de cocaína mais cedo (GRIFFIN et al., 

1989) e relatam usar cocaína com maior frequência (KOSTEN et al., 1993) do que 

os homens. As mulheres também relataram níveis subjetivos mais altos de 

nervosismo após a administração intranasal (KOSTEN et al., 1996) e níveis mais 

altos de afeto negativo e desejo em resposta a sinais e estressores relacionados à 

cocaína durante a abstinência (BACK et al., 2005; ELMAN; KARLSGODT; 

GASTFRIEND, 2001; MORAN-SANTA MARIA etal., 2014; 2016).

Embora homens e mulheres se tornem adictos em cocaína, as mulheres 

podem se tornar mais rapidamente e têm uma maior dificuldade em manter a 

abstinência. Há um mecanismo dependente do ciclo estral que leva ao aumento da 

recompensa por cocaína em fêmeas. Durante o estro, a atividade dos neurônios 

dopaminérgicos da área tegmental ventral (VTA) é aumentada e leva a modificações 

pós-traducionais no transportador de dopamina (DAT) para aumentar a capacidade 

da cocaína de inibir sua função, um efeito mediado pelo estradiol (CALIPARI et al., 

2014).

Além disso, a administração de alopregnanolona, metabólito da 

progesterona, inibiu a busca por cocaína induzida por estresse e estimulação em 

mulheres (FOX et al., 2013; MILIVOJEVIC et al., 2016), bem como as propriedades 

recompensantes da cocaína em mulheres e homens (SOFUOGLU et al., 2004). 

Assim, em mulheres o estrogênio, progesterona e alopregnanolona podem 

desempenhar um papel importante no TUS.

A atividade locomotora e a emissão de USVs de 50kHz e o efeito da cocaína 

foi mais forte em fêmeas que estavam na fase não estral durante os registros de USV e 

locomoção. Isso sugere que o hormônio estrogênio, que está em maior concentração 

sanguínea durantea fase não estral(QUINONES-JENAB etal., 2000; SOUZA etal., 2014) 

podem ter potencializado esses efeitos agudos da cocaína. Estudos anteriores mostraram 

que a progesterona diminui as USVs de 50 kHz, e o estrogênio apresenta o efeito oposto 

(LENELL etal., 2021). Outros estudos também demonstraram que a progesterona atenua 

e o estrogênio potencializa os efeitos da cocaína e outras drogas estimulantes na atividade 

locomotora (SOUZA etal., 2014; PEART etal., 2022).

Tomados em conjunto, os estudos atuais e anteriores sugerem que os efeitos mais 

fortes da cocaína que observamos em ratas durante a fase não estral foram, pelo menos 

em parte, devido a uma maior concentração de estrogênio. Outros estudos buscando
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avaliar os efeitos de hormônios esteróides em USVs de 50 kHz evocadas por cocaína são 

necessários para testar essa hipótese. Isso pode ser importante para planejar o melhor 

momento para aplicar os procedimentos terapêuticos às fêmeas em TUC.
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6 CONCLUSÃO

Em resumo, no presente estudo, descobrimos que altos índices de USVs de 

40 kHz em filhotes machos estão correlacionados com menor comportamento ansioso 

no LCE em machos. Esse achado pode estar relacionado à forma como mães de ratos 

em diferentes fases do ciclo estral respondem aos chamados dos filhotes machos e 

fêmeas. Essa diferenciação apresenta várias nuances e, de acordo com a literatura, 

pode vir também da forma mais reponsiva em que filhotes machos alertam a fêmea 

quando os mesmos estão longe do ninho e da ninhada. Contudo, uma melhor 

investigação com ênfase no comportamento materno se faz necessário.

Também encontramos ratas adultas expressando comportamentos menos 

ansiosos e efeitos mais intensos da cocaína sobre a atividade locomotora e chamados 

de 50 kHz. Quando separamos as fêmeas em diferentes fases do ciclo estral notamos 

que uma resposta dependente dos hormônios circulantes é nitidamente o responsável 

por essa característica.

Apesar dos resultados não corroborarem com a hipótese inicial, nosso 

trabalho poderá nortear futuras investigações sobre o papel das vocalizações infantis 

no comportamento na idade adulta, análises do perfil ansioso e a busca por 

marcadores precoces, tanto para mensurar os efeitos da adminstração de cocaína 

quanto para observar as características que moldam o comportamento de ratos 

machos e fêmeas.
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