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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi o de investigar as possiveis consequéncias da
administracdo de uma endotoxina, o lipopolissacarideo (LPS), no comportamento
maternal de ratas cujas maes receberam o LPS na gestagc&o. Para tanto, a prole
feminina de ratas cujas maes foram tratadas com a endotoxina no 9,5° dia da
gestacdo foram cruzadas, com observacdo de seu comportamento maternal e
maternal agressivo, bem como da atividade geral em campo aberto. Apds as
observagbes comportamentais, os encéfalos destas fémeas foram retirados e
analisou-se, por imuno-histoquimica, a expressao astrocitaria de GFAP no nucleo
accumbens. Os resultados mostraram que, em relacdo aos animais do grupo
controle, aqueles do grupo experimental apresentaram: 1) no comportamento
maternal, aumento significante na laténcia para recolher os filhotes e agrupa-los; 2)
no comportamento agressivo maternal, maior laténcia para o primeiro ataque, menor
numero e tempo de ataques, bem como diminuicdo da porcentagem de filhotes no
ninho ao término das observagdes; 3) nenhuma alteracdo em parametros da
atividade geral e na expressdo astrocitaria de GFAP do ndcleo accumbens.
Concluiu-se que a administracéo prenatal de LPS promove na prole feminina de
ratas alteracdes importantes no cuidado materno, fato que tem importancia na
sobrevivéncia das demais geragdes.

Palavra chave: lipopolissacarideo, comportamento maternal, nucleo accumbens



ABSTRACT

This study investigated the prenatal effects of the lipopolissacharide (LPS)
administration on maternal behavior aspects of female offspring rats. Thus, pregnant
rats receveid, i.p route, 100 pg/kg of LPS (experimental group) or PBS (control
group) in the 9,5 day of gestation. After delivery the female offspring rats of both
groups were housed by treatment and in adult age were mated with male, without
any treatment. The maternal behavior was observed in the 5th day of lactation. The
general activity and the maternal aggressive behavior were performed in days 5 and
6 of lactation, respectively. After behavioral observations, the brains of these females
were removed and submitted to immunohistochemical staining in order to observe
GFAP astrocytic expression in the nucleus accumbens of both groups. In relation to
the control group, results showed that: 1) the latency to retrieve each pup and the
total time in seconds to retrieve all pups were reduced; 2) in the aggressive maternal
behavior, the latency to the first attack to the intruder, the number of attacks and the
time of attack, as well the percentage of pups in the nest, were reduced; 3) no
differences were detected in the general activity and; 4) no difference was found
between groups in relation to GFAP astrocytic expression. It was concluded that the
LPS prenatal administration reduced the maternal behavior of the female offspring
rats. These observations could have importance on survival of the following
generations.

Key words: lipopolissacharide, maternal behavior, nucleus accumbens
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1. INTRODUCAO

1.1. Sobre o comportamento materno

Em mamiferos, o conjunto de cuidados que a mae oferece aos filhotes é
denominado comportamento materno ou maternal (CM). O CM é comportamento
complexo, espontaneo, instintivo e com caracteristicas espécie-especificas,
determinadas por modificagbes fisioloégicas que ocorrem pouco antes ou logo apés o
parto (NUMAN, 1994; MATTSON et al., 2001). Durante esse periodo especial, a
meta principal da fémea é garantir a propria sobrevivéncia e de seus filhotes.

Em ratas, antes do nascimento dos filhotes, as maes constroem ninhos para
promover a termorregulacdo de sua prole, pois ao nascerem os filhotes sao
incapazes de controlar sua temperatura corpérea. No ninho, as fémeas lactantes
podem ficar sobre os filhotes numa postura denominada crouching ou cifose
fisioloégica, na qual sua coluna fica arqueada, facilitando a amamentacgéo, além de
passarem tempo significativo lambendo a cria para limpa-la. A limpeza da area
anogenital estimula a defecacdo e micgdo dos filhotes (GUBERNICK; ALBERTS,
1983), e favorece a diferenciacao sexual do cérebro da prole masculina (DOHLER,
1991). As figuras 1, 2, 3, 4, 5 e 6 mostram alguns parametros tipicos do CM em

ratas.



Figura 1 - Contato da rata com os filhotes (retirado com permissdo de TEODOROV et al.,
2010)

Figura 2 - Recolher dos filhotes (retirado com permissdo de TEODOROQV et al., 2010).



Figura 3 - Agrupamento dos filhotes (retirado com permissdo de TEODOROQV et al., 2010).

Figura 4 - Amamentacao dos filhotes (retirado com permissdo de TEODOROV et al., 2010).



Figura 5 - Comportamento materno total (retrado com permissdo de TEODOROV et al.,
2010).

Figura 6 - Lamber os filhotes (retirado com permissao de TEODOROV et al., 2010).

Diversos fatores ambientais, psicoloégicos, biolégicos e neurais interagem
para promover e manter o CM. Como mudancas hormonais internas geram
respostas fisiolégicas e comportamentais compensatérias, mudancas ambientais
também levam a alteragdes hormonais (SCHULKIN, 1999).



Muitos estudos foram feitos sobre a influéncia do sistema auditivo e da
estimulag&o olfatéria dos filhotes no comportamento maternal. Filhotes de ratas
emitem vocalizagbes ultrassonicas, as quais tém fungdo de manter niveis altos de
respostas maternas. Essas vocalizagdes ocorrem quando os filhotes estdo fora do
ninho ou quando sua temperatura corporal declina até niveis criticos. As
vocalizagdes ultrassdnicas resultam em maior atencao da fémea e séo estratégia
eficiente para manter a resposta maternal, em especial o lamber a regidao anogenital
(TEODOROQYV et al.,, 2010). Ja se verificou que fémeas saem de seus ninhos e
orientam-se preferencialmente em direcdo ao ultrassom emitido pelos filhotes
(TEODOROQV et al., 2010 ).

Existem outros comportamentos indiretamente associados com estado
maternal importantes para a sobrevivéncia da prole (STERN; LONSTEIN, 2001). Por
exemplo, fémeas prenhes mudam seu padrao de limpeza de tal forma a lamber mais
sua regido mamaria e promover crescimento das mamas. Além disto, fémeas
lactantes sao hiperfagicas, aumentando o consumo de sais e apresentando
placentofagia. Além disto, as ratas tém limite para alimentar sua prole; se o nimero
deles excede a capacidade de nutri-los, elas os rejeitam ou os canibalizam
seletivamente. O canibalismo também esta relacionado a falta de experiéncia
materna, reducdo de alimentos durante a gestacdo e estresse pré-natal
(TEODOROQV et al., 2010).

O grau de desenvolvimento da prole influencia também os padrbes de
cuidado materno entre mamiferos. Inicialmente, a mae estda em constante contato
com sua prole, mas com o aumento da idade dos mesmos e a medida que eles se
tornam independentes, ocorre decréscimo na resposta materna. Por este motivo, as
avaliagcdes do comportamento materno sao feitas na primeira semana ap6s o parto,
pois a prole &, nesse periodo, dependente exclusivamente do cuidado materno
(STURMAN-HULBE, 1929; WEISNER; SHEARD, 1922; SERAFIM; FELICIO, 2001;
TEODOROV et al., 2010).

O controle do CM envolve fatores neuroendoécrinos e neuroanatémicos. Os
horménios gestacionais preparam o animal para agir de forma maternal para com o
filhote. J& os neurotransmissores regulam o CM durante a fase de manutencgao e
lactacéo. A primeira fase da regulagdo do CM determina o inicio rapido deste no
pb6s-parto, sendo controlada por horménios relacionados com a gestagao e lactagao
(estrégeno, progesterona, prolactina e ocitocina).



A segunda fase, a de manutengdo durante a lactacdo, €& controlada
principalmente por fatores ndo hormonais, sendo que o estimulo proveniente do
filhote se mostra o mais importante (NUMAN, 1994).

Participam do controle do CM areas cerebrais, como hipocampo, amigdala,
area pré-optica medial, area tegumental ventral e nucleo accumbens (SLOTNICK,
1967; TERLECKI; SAINBURY, 1978).

A dopamina (DA) parece ser o mais importante neurotransmissor que
modula o CM (SILVA et al., 2001; 2003; OLAZABAL et al., 2004). Assim, lesdes
deste sistema reduzem drasticamente o CM e antagonistas de receptores da
dopamina também o fazem. Ja foi demonstrado que os niveis de DOPAC, o
metabdlito da DA, estdo muito baixos no final da gestacao, quando comparados com
aqueles da lactacéo (SILVA et al., 2003; TEODOROV et al., 2010).

Os estudos sobre o papel de outros neurotransmissores no controle do CM
demonstram um papel modesto da serotonina e do GABA (KENDRICK et al., 1988).

1.2. Sobre a infecgdo materna perinatal

Diversos trabalhos mostram que as infecgbes durante a gestacdo podem
causar inibicdo da implantacdo do blastocisto em estagios iniciais da gestacao,
partos prematuros, necrose placentaria, aborto espontaneo (reabsorgao
embrionaria), natimortos, restricdo de crescimento intrauterino, danos nos 6rgaos
fetais (sistema hematopoiético, adrenais, coragéo, cérebro, pulmdes, pele e
possivelmente outros), displasia broncopulmonar, hemorragia intraventricular,
retardo no desenvolvimento do esqueleto, retardo mental e doengas mentais, dentre
outros (COLLINS et al., 1994; HARJU et al., 2005; HAVA et al., 2006; XU et al.,
2006; WANG et al., 2006; ROMERO et al., 2007).

Além disto, distintas evidéncias sugerem que, além de fatores genéticos, o
ambiente pode ter participacdo na incidéncia de doencas mentais. A infeccéo
materna perinatal &€ considerada fator de risco para algumas doencgas psiquiatricas
do desenvolvimento, como esquizofrenia e autismo. Meyer et al. (2005) propéem
que disturbios precoces no desenvolvimento do cérebro estariam implicados na
incidéncia de doencgas psiquiatricas como autismo, esquizofrenia e retardo mental.

Estudos epidemiologicos indicam que o risco aumenta com infecgdo materna pré-



natal, possivelmente em consequéncia de eventos relacionados as agbes de
citocinas liberadas no processo inflamatério. Estes autores comentam ainda que os
periodos criticos em que a infecgdo materna poderia interferir com o
desenvolvimento cerebral do feto seriam da metade ao terco final da gestacgéo.

Shi et al. (2003) administraram o virus influenza humano em camundongos
fémeas no 9,5° dia de gestacao (GD), e analisaram posteriormente sua ninhada. Os
filhotes apresentaram reducao na interagédo social e aumento da ansiedade. Propés-
se, entdo, que as citocinas seriam responsaveis pelas modificacdes
comportamentais, pois ndo foi encontrado qualquer vestigio do RNA viral na prole
destes camundongos. Esse estudo e diversos outros permitem a extrapolagédo para
0 ser humano, e mostram que danos comportamentais permanentes podem ser
causados ndo soO por problemas genéticos, drogas ingeridas durante a gestagao e
outros fatores, mas também por infec¢cdes virais ou bacterianas a que tantas
mulheres gravidas sdo expostas constantemente.

Recentemente, Fortier et al. (2007) observaram que o lipopolissacarideo € o
agente mais efetivo na inibicdo da amplitude de resposta a um estimulo sonoro de
sua prole na idade adulta. Este modelo comportamental revelaria as deficiéncias nas
informagdes sensoriais que ocorrem na esquizofrenia.

Chez et al. (2007) mostraram, em pequeno numero de pacientes autistas, a
existéncia de aumento dos niveis de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) no soro e
no liquido cerebroespinhal, sugerindo que mecanismos inflamatérios poderiam

contribuir para a ocorréncia de autismo.

1.3. Sobre o lipopolissacarideo

O lipopolissacarideo, ou LPS, é um constituinte pertencente as paredes
celulares de bactérias Gram-negativas. Consiste num lipidio complexo, denominado
lipidio A, ao qual esta ligado um polissacarideo constituido de um nucleo (ou core) e
de uma série terminal de unidades repetidas. O lipidio A consiste de unidades
dissacaridicas de glicosamina fosforilada, as quais estdo ligados varios acidos
graxos de cadeia longa (variando de acordo com a espécie bacteriana). O nucleo do

polissacarideo € semelhante em todas as espécies Gram-negativas que possuem



LPS. Todavia, cada espécie contém uma unidade de repeti¢gdo particular. Em geral,
as unidades de repeticdo consistem em trissacaridios lineares ou em tetra ou
pentassacaridios ramificados (BROOKS et al., 2000).
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Figura 7 — Estrutura do LPS. Retirado de Brooks; Butel; Morse (BROOKS et al., 2000)
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Figura 8 - Modelo estrutural da parede celular da Escherichia coli, destacando o
lipopolissacarideo conforme proposi¢cédo de Raetz & Whitfield (RAETZ; WHITFIELD, 2002).

As moléculas de LPS de carga negativa sdo ligadas de forma n&o covalente

por cations divalentes, tornando a membrana estabilizada e proporcionando uma



barreira contra moléculas hidrofobicas (BROOKS et al., 2000). As substancias sao
termoestaveis, com peso molecular entre 3000 e varios milhdes (JAWETZ et al.,
1998).

O LPS, que é extremamente téxico para animais, apresentando efeito em
concentragbes menores que 1 nN (ADEREM et al., 2000), € denominado endotoxina
das bactérias Gram-negativas, pois esta firmemente ligado a superficie celular,
sendo liberado apenas quando as células séo lisadas. Quando o LPS é clivado em
lipidio A e polissacarideo, toda a toxicidade (interacao imune) esta associada ao
lipidio A. A especificidade antigénica é conferida pelas unidades terminais de
repeticdo, que circundam a célula, formando uma camada de polissacarideos
hidrofilicos (BROOKS et al., 2000).

O LPS liga-se &8 membrana externa por pontes hidrofébicas. E sintetizado na
membrana citoplasmatica e transportado para sua posicao exterior final, sendo sua
presenca necessaria para a funcdo de muitas proteinas da membrana externa
(BROOKS et al., 2000).

Dentro da area médica e veterinaria, o LPS é muito utilizado nas mais
diferentes linhas de pesquisa, inclusive testado em animais laboratoriais, como
roedores. Comercialmente, para estudos toxicoldégicos, neuroimunoldgicos, dentre
outros, uma das principais fontes do LPS é a bactéria Escherichia coli, por meio de
um processo de extracao fendlica (MIMS et al., 1999).

A administracdo neonatal de LPS é considerada agente sistémico estressor.
Apds a administragdo neonatal de LPS, o sistema endécrino (SHANKS et al., 1994;
SHANKS; MEANEY, 1994) e o imune (LEVINE et al., 1994; PANG et al., 2003; FAN
et al.,, 2005) sédo ativados. Existem evidéncias de que a ativacdo imune ativa o
sistema dopaminérgico central. Por exemplo, a administracao pré-natal de bactérias
(FORTIER et al., 2004) ou viral (ZUCKERMAN et al., 2003) mimetiza 0 aumento da
atividade motora em reposta a anfetamina na idade adulta. Acrescente-se ainda que
a administracéo da interleucina -6 (IL-6) (ZALCMAN et al., 1999) e interleucina-2 (IL-
2) (MAGID et al.,, 2005) potencializa as respostas a agonistas de receptores
dopaminérgicos.

Algumas evidéncias indicam que as citocinas modulam o CM em ratas via
sistema dopaminérgico do nucleo accumbens (HABR, 2008). Trabalho anterior de
nosso laboratdrio mostrou que a administragcdo de LPS no ultimo dia da gestacgao
modifica o CM de ratas (BERNARDI et al., 2009). Por outro lado, este mesmo
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tratamento administrado no 9,5° dia da gravidez nao foi capaz de modifica-lo
(Bernardi, comunicacao pessoal).

1.4. LPS e células gliais

Em células gliais, a administracéo de LPS pode também induzir a liberagao de
citocinas pro-inflamatorias, como IL-18 e TNF-a a partir de astrécitos (LIEBERMAN
et al., 1989; CHUNG; BENVENISTE, 1990).

Os astrocitos, micréglia e neurénios podem liberar 6xido nitrico (NO) a partir
da estimulagédo com LPS (MURPHY, 2000). O NO, por sua vez, pode mediar a morte
neuronal e tem sido sugerido como potencializador da fungdo imune e da
autoimunidade, influenciando, por exemplo, oligodendrécitos em sua vizinhanga
imediata, e tornando suas bainhas de mielina mais suscetiveis a agédo toxica do
TNF-a (MERRILL et al., 1993).

O LPS, liberado da membrana externa de bactérias Gram-negativas durante o
choque séptico, € detectado pela micréglia pelo receptor de membrana CD14
(NADEAU; RIVEST, 2000), o que promove producdo adicional de IL-13 e de TNF-a.
A IL-1B, por sua vez, também estimula o aumento da expressdo de receptores
CD14, sugerindo grande numero de algas de feedback autocrinas e paracrinas sobre
as células da microéglia apés estimulacao por LPS (FEARNS; LOSKUTOFF,1997).

A micréglia ameboide responde a injecao intraperitoneal pos-natal de LPS
com hipertrofia de seus processos, up-regulation de receptores CR3 (receptores
para o componente 3 do sistema complemento) e expressédo de moléculas MHC
(complexo principal de histocompatibilidade) de classe | e Il (XU; LING, 1994a,b).

A IL-1 e o TNF-a, ambos provenientes de astrocitos e de células da microglia
frente ao LPS, sé&o reconhecidos como indutores da proliferagao astrocitaria in vitro
(MERRILL, 1991, BENVENISTE, 1992). Assim, sao capazes de estimular a
formacao da cicatriz glial in vivo, com aumento do numero de astrécitos (astrocitose/
hiperplasia) e de suas dimensdes (astrogliose/hipertrofia), aumentando, inclusive, a
expressao da proteina glial fibrilar acida (GFAP), o mais importante marcador celular
da populagéo astrocitaria (BIGNAMI; DAHL, 1994).
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Adicionalmente, sabe-se que o TNF-a €& capaz de causar dano
oligodendroglial (MERRILL, 1991; BENVENISTE, 1992), e a microglia ativada pelo
LPS pode induzir perturbagao na integridade da barreira hematoencefalica (SUMI et
al., 2009).

Por outro lado, a producao astrocitaria de IL-6 frente ao LPS revelou exercer
efeito protetor sobre neurénios dopaminérgicos, aumentando sua sobrevivéncia em
cultura (LI et al., 2009), com a possibilidade, assim, de potencialmente interferir na
iniciacdo e desenvolvimento do processo de neuroinflamagao associado a doencas
como esclerose multipla, doenca de Parkinson e doenca de Alzheimer. Assim, os
astrocitos parecem exercer, paradoxalmente, efeitos pré-inflamatérios e anti-
inflamatorios, de acordo com as circunstancias, e agbes muitas vezes neurotoxicas

ou neuroprotetoras.

1.5. Justificativa

Vaérios trabalhos indicam que a reducdo do cuidado materno promove
numerosas alteracbes que podem persistir nas varias geragbes que se seguem
(CHAMPAGNE et al., 2008). Neste trabalho investigou-se o CM da prole feminina de
ratas cujas maes foram tratadas no 9,5° dia da gestacdo com 100 pg/Kg de LPS.
Avaliaram-se dois aspectos do CM: o préprio CM e o CMA, sendo que este ultimo
denotaria o grau de defesa que tem a fémea com relagdo a sua prole frente a um
predador. A area do sistema nervoso central submetida a analise imuno-
histoquimca, o nucleo accumbens, foi escolhida por ser uma das que modulam o
CM. A hipbtese para explicar os resultados se basearia em mecanismos
epigenéticos, pois observacdes anteriores de nosso grupo mostram que as maes

destas ratas nao apresentaram altera¢des no cuidado materno.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

O trabalho estudou os efeitos comportamentais na prole feminina de ratas,
cujas maes foram tratadas no 9,5 ° dia de gestacdo com LPS, avaliando dois
aspectos - o comportamento maternal (CM) e o comportamento agressivo maternal
(CMA), além de se realizar o estudo imuno-histoquimico da populagédo astrocitaria

no nucleo accumbens do cérebro dessas ratas.

2.2. Objetivos Especificos

o Avaliar o comportamento maternal de ratas lactantes, cujas maes
foram tratadas no 9,5 ° dia de gestacdo com 100 ug/Kg de LPS;

o Avaliar a atividade geral em campo aberto de ratas lactantes;
o Avaliar o comportamento agressivo maternal (CAM) em ratas lactantes;
o Avaliar a marcacgéo imuno-histoquimica da GFAP (proteina glial fibrilar

acida) astrocitaria no ndcleo accumbens dessas ratas.
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3. MATERIAL E METODO

3.1.Animais, acasalamento e tratamento

Foram utilizados ratos Wistar adultos (90 dias), mantidos no biotério
Multidisciplinar de Pesquisas da Universidade Paulista (UNIP) e oriundos do
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
(FMVZ) da Universidade de Sao Paulo (USP). As ratas foram acasaladas com
machos, e o dia de gestacao (GD) 0O foi definido pela presenca de espermatozoides
no lavado vaginal. Essas fémeas gestantes foram mantidas isoladas em gaiolas de
polipropileno, em sala com temperatura, umidade e ciclo de luz controlados, com
acesso liberado a agua e alimento. As ratas foram tratadas com solug¢ado salina ou
LPS de E. coli (sorotipo 0127:B8, Sigma), por via intraperitoneal (ip), no GD 9,5 na
dose de 100 pg/kg. O parto foi ao natural, e os filhotes permaneceram (4 machos e 4
fémeas por ninhada) com suas mées até o desmame no dia de vida pds-natal 21. Na
idade adulta, as fémeas dessas proles foram cruzadas e utilizadas nos experimentos
do trabalho.

3.2.Avaliagdo do CM em ratas lactantes

O teste comportamental foi realizado no 6° dia de lactacdo durante a fase
clara do ciclo de luz, entre 7h e 12h. Inicialmente, foi anotada a posig¢éao dos filhotes
e da mée na gaiola moradia, aproximadamente as 7h. De acordo com a
apresentacao, foi classificado com presenca ou auséncia de formac¢ao do ninho na
gaiola moradia. Logo apés, a ninhada foi retirada da gaiola, sendo colocada em
outra gaiola sem maravalha, e onde permaneceu por uma hora. Apds esse periodo,
8 filhotes foram colocados na gaiola, divididos em quadrantes, e o CM foi observado
por 30 minutos, e depois checado por 45 e 60 minutos.

A observacao do CM foi realizada medindo-se:

o Laténcia em segundos para buscar o primeiro filhote;
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o Porcentagem de maes que buscaram o primeiro filhote;

o Laténcia (em segundos) para buscar cada um dos filhotes;

o Porcentagem de ratas que buscaram todos os filhotes em 30 minutos;

o Laténcia (em segundos) para agrupar esses filhotes dentro do ninho;

o Porcentagem de maes que agruparam todos os filhotes;

o Laténcia (em segundos) para a rata ficar sobre a ninhada em posigcéo

apropriada a amamentacao (cifose);
o Laténcia (em segundos) para o CM total (CMT), o que significa ficar em

posi¢cdo de amamentacgéo sobre o filhote por, pelo menos, 2 minutos consecutivos;

o Frequéncia de limpeza de filhotes pela mae;
o Frequéncia de autolimpeza da mae;
o Escore de ninho: auséncia de ninho - escore 0; ninho mal definido -

escore 1; ninho regular - escore 2; ninho bem definido - escore 3.

o Escore de agrupamento total dos filhotes, que foi estabelecido da
seguinte maneira: escore 7 (todos os filhotes agrupados nos primeiros 5 minutos do
inicio do CM); escore 6 (todos os filhotes agrupados entre 5 e 10 minutos do inicio
do CM); escore 5 (todos os filhotes agrupados entre 10 e 15 minutos do inicio do
CM); escore 4 (todos os filhotes agrupados entre 15 e 20 minutos do inicio do CM);
escore 3 (todos os filhotes agrupados entre 20 e 25 minutos do inicio do CM); escore
2 (todos os filhotes agrupados entre 25 e 30 minutos do inicio do CM); escore 1 (n&o

agrupamento total dos filhotes).

3.3.Avaliagao da atividade geral em campo aberto de ratas lactantes

Este teste comportamental foi realizado no 5° dia de lactagéo, durante a fase
clara do ciclo de luz, entre 13h e 17h, no Departamento de Patologia da FMVZ da
USP. Intercalaram-se os animais dos grupos controle e experimental para evitar
possiveis interferéncias do ciclo circadiano sobre o resultado. O aparato é construido
segundo Broadhurst (1960), para observagao da atividade geral dos animais. Este

campo aberto é constituido de arena circular, com 97 centimetros de diametro, por
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32,5 centimetros de altura, pintado em cinza escuro fosco (Figura 2) e subdividido
virtualmente pelo sistema computadorizado EthoVision®.

Figura 9 - Arena de campo aberto utilizada para a observagédo da atividade geral individual
dos filhotes no dia pés-natal (PND) 60 por uma sessao de 5 minutos. A arena foi subdividida
virtualmente pelo sistema computadorizado EthoVision®.

O animal foi colocado individualmente no centro da arena e observado por um
periodo de 5 minutos, com o ambiente sempre previamente limpo com alcool 5%,
eliminando possiveis odores deixados por outros animais.

Os parametros observados e calculados automaticamente pelo EthoVision®
foram:

Distancia percorrida (cm): é a distancia que o animal percorreu, em
centimetros, pela arena de campo aberto, calculada pela somatéria das distancias
medidas em linha reta, movidas pelo animal entre duas amostras consecutivas.

Velocidade média: ¢ a velocidade média que o animal imprime em
centimetros por segundo na arena do campo aberto.

Frequéncia de movimentos: numero de movimentos executados em toda a
sessao de observacéo.

Duracdo de movimentos: tempo médio em segundos que o animal
apresentou movimentos.

Tempo de levantar: tempo em segundos em que o animal permaneceu
apoiado nas patas posteriores, com o tronco perpendicular ao chao, podendo ou nao

tocar com as patas anteriores as paredes do campo aberto.
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Frequéncia de levantar: numero de vezes que o animal apresenta postura
de permanecer apoiado nas patas posteriores, com o tronco perpendicular ao chéo,
podendo ou nao tocar com as patas anteriores as paredes do campo aberto.

Tempo de autolimpeza: tempo em segundos do ato de lamber ou cogar os
préprios pelos, membros e/ou regido genital.

Frequéncia de autolimpeza: numero de vezes que o animal permaneceu

se lambendo ou cogando os préprios pelos, membros e/ou regido genital.

3.4.Sistema de observagao computadorizada - EthoVision®

Para as analises comportamentais, foi utilizado o EthoVision®, que é sistema
de rastreamento em video, de analise de movimento e reconhecimento
comportamental (NOLDUS, 1997). Este sistema de observacao indireta engloba um
software EthoVision® — Video Tracking, Motion & Behavior Recognition System —
versdao 1.90 (Noldus Information Technology, Leesburg, VA, USA), uma camera
filmadora (CCD-Iris Color Sony), monitor de video (Sony) disposta dentro de uma
sala reservada para o experimento, com iluminagédo difusa e sem qualquer ruido.
Esta camera esta conectada a um microcomputador (Pentium 133, 16MB de
memoria RAM, 1,2 gB de disco rigido) com placa de captura de video (TARGA +
Truevision,n 2D NTSC), monitor SVGA, teclado e mouse, além de cabos e
conectores localizado fora da sala (Figura 3).

As imagens recebidas pela camera filmadora foram digitalizadas na placa de
captura, e o programa gerou coordenadas espaciais (x e y) do centro de gravidade
do animal em intervalos de tempo determinados, segundo taxa de amostragem de
6,67 amostras por segundo (ou seja, registra a localizagédo do animal a cada 0,15
segundos). Essas coordenadas foram geradas pelo método de subtracdo das
imagens do animal branco na arena escura (0 campo aberto, no caso).

As imagens capturadas foram digitalizadas e analisadas pelo software. Os
resultados foram exportados na forma de um arquivo “ixt” (extensdo de arquivo

texto), e serao abertos na planilha do programa Microsoft Excel® 7.0.
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Figura 10 - Sistema de observacao computadorizada EthoVision®. A: arena de campo aberto;
B: camera para captagdo das imagens; C: monitor de video ligado ao computador; D: imagem
digitalizada representada em pixels. O mesmo programa rastreia e analisa o comportamento animal.

3.5.Avaliagdo do comportamento agressivo maternal (CAM) em ratas
lactantes

Este experimento foi feito no dia 6 da lactacdo, entre as 8h e 12h, durante a
fase clara do ciclo de luz. Para tanto, foi introduzido na gaiola moradia das fémeas,
no lado oposto daquele das fémeas, um rato macho de tamanho menor que a
fémea, denominado de rato intruso. A sessao de observagao durou 10 minutos, e

nesse periodo foram anotados os seguintes parametros:

o Laténcia (em segundos) para o primeiro ataque da fémea em diregcao
ao macho;

o Frequéncia de ataques da fémea em direcdo ao macho;

o Duragao dos ataques em segundos da fémea em diregdo ao macho;

o Frequéncia de boxear;

o Duragao de boxear em segundos;
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o Frequéncia de recolher os filhotes;

o Frequéncia de esconder os filhotes;

o Frequéncia do intruso de farejar os filhotes;

o Porcentagem de filhotes no ninho ao final da observacao.

3.6.Marcagio imuno-histoquimica da Proteina Glial Fibrilar Acida (GFAP)

Foram retirados os encéfalos das fémeas dos grupos experimental e controle
submetidas a estudos comportamentais, sendo os mesmos colocados em solug&o
de formol a 10% em tampao fosfato de Sorensen (pH neutro), onde permaneceram
por cerca de 3 dias. A seguir, foi realizada seccéao frontal do telencéfalo na altura do
nucleo accumbens, entre o putdmen e a cabeca do nucleo caudado (area também
denominada corpo estriado ventral), e cada amostra foi processada para posterior
desidratacdo, diafanizacao e inclusao em parafina. Cortes transversais de 5 ym da
regido escolhida foram obtidos, montados em laminas histologicas e corados pela
técnica de Hematoxilina-Eosina (HE).

Cortes histologicos foram colhidos em I|aminas silanizadas (Starfrost®-
Objekttrager, Medite Medizintechnik) para submissdo a marcagdo imuno-
histoquimica da GFAP, segundo o método indireto do complexo avidina-biotina-
peroxidase (ABC) (HSU et al., 1981). A prova imuno-histoquimica foi realizada
seguindo o protocolo utilizado por BONDAN et al. (2003):

Desparafinizagcdo e hidratagdo: os cortes colhidos em laminas silanizadas
foram submetidos a desparafinizacdo em xilol e a hidratagcdo em uma sequéncia de
etanol absoluto, etanol a 95%, etanol a 70% e agua destilada.

Bloqueio da peroxidase enddgena: apesar de a maioria das enzimas
endoégenas ser destruida durante o processo de fixagdo do material, algumas
enzimas presentes no tecido experimental podem reagir ao processo, formando
produtos que também sdo marcados durante a prova imuno-histoquimica. Para
prevenir a marcacao inespecifica dos tecidos, realizou-se o bloqueio da peroxidase
endoégena. Desta forma, ap6s a hidratacdo, os cortes foram banhados por 30

minutos em solugé&o contendo 3% de peroxido de hidrogénio e 10% de metanol.
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Posteriormente foram lavados em solugéo salina tamponada com fosfato (PBS, pH
7,4), diluida 1:10 em agua destilada.

Recuperagao antigénica: a recuperagao antigénica, preparando as fibrilas
gliais (mascaradas pelos processos de fixagdo e parafinizagado) para ligagdo com
anticorpos especificos, foi efetuada pelo método de irradiagao por micro-ondas em
amostras imersas em solugao acida. Para tal, as laminas com os cortes aderidos
foram imersas em tampao citrato 0,01M (acido citrico 0,01M e citrato de sddio
0,01M, em agua destilada, 1:3, pH 6,0) e submetidas a trés fervuras, de cinco
minutos cada uma, em forno de micro-ondas convencional (poténcia maxima).
Posteriormente, as laminas foram resfriadas por 20 minutos e lavadas em PBS.

Incubacdo com anticorpo primario: todos os cortes foram incubados em
camara umida, a 4° C, por 24 horas, com 200 pl de anticorpo primario policlonal anti-
GFAP (Rabbit anti-cow GFAP, code number Z0334, DAKO), padronizado na diluicao
1:1000, que, por titulagao prévia, foi considerada a mais adequada (BONDAN et al.,
1993). Para a diluigao foi utilizada solugéo contendo soro-albumina bovina a 5% em
agua destilada (1,25 ml), azida sédica a 5% em agua destilada (2,5 ml) e PBS (59
ml). As laminas foram, entdo, lavadas em PBS e submetidas a incubagdo com o
anticorpo secundario.

Incubagdao com anticorpo secundario: os cortes foram incubados, durante
uma hora, em camara umida, a 4° C, com 200 pl do anticorpo secundario biotinilado
anti-imunoglobulinas de coelho e anti-imunoglobulinas de camundongo (Novostain
Super ABC Kit, Novocastra) na diluicado 1:100 em PBS. Apés a lavagem das laminas
em PBS, 200 ul do conjugado estreptavidina-biotina-peroxidase (Novostain Super
ABC Kit, Novocastra), diluido 1:100 em PBS, foram aplicados sobre as laminas, as
quais permaneceram por mais uma hora incubadas em camara umida a 4° C.

Revelagdo: ap0s a lavagem das laminas com PBS, aplicaram-se sobre os
cortes 200ul de solugéo substrato-cromoégeno (Sistema Substrato-Cromégeno-DAB+
Liquido DakoCytomation®), DAKO, constituida de 20 yl de cromégeno DAB (3,3’ —
diaminobenzidina em solugdo de cromdgeno) e 1 ml de substrato tamponado
(tampao HCI-imidazol, pH 7,5, contendo peréxido de hidrogénio), preparada
imediatamente antes do uso. A reac¢ao da peroxidase forma um precipitado castanho
visivel a microscopia de luz, que corresponde a revelagéo dos antigenos. Os cortes
foram lavados em &gua destilada e contracorados com hematoxilina por 30

segundos.
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Desidratagcao: apos as reacgdes de coloracdo, as laminas foram submetidas
a desidratagdo em uma bateria de alcoois (etanol a 70%, etanol a 95% e etanol
absoluto) e a diafanizagdo em xilol, sendo posteriormente montadas com resina
sintética sob laminula.

Todas as reagbes foram acompanhadas por Idaminas de controle negativo,
que foram submetidas a todas as etapas do procedimento, com excegéo da

aplicacao do anticorpo primario.

3.7.Interpretagao imuno-histoquimica

Avaliacao dos cortes em microscopia de luz: todos os cortes submetidos
a prova imuno-histoquimica foram analisados, em microscopia de luz (com objetiva
de 10x), para identificacdo e avaliacdo da distribuicdo e do comportamento
morfolégico das células marcadas para GFAP (coradas em castanho), comparando-
se também tais observagdes com as obtidas na leitura das laminas coradas por HE.
Areas de 302.952,5 um? do nticleo accumbens dos animais dos grupos experimental
e controle, foram selecionadas para analise e comparagao.

Quantificagdo da reatividade astrocitaria: como a reatividade astrocitaria
se expressa com o aumento do nivel de fibrilas gliais no interior dos astrécitos, tal
processo foi determinado por colorimetria, quantificando, em um?, a area corada em
castanho contida em area total de 302.952,5 um?. Para tal, utilizou-se um sistema
computacional de analise de imagens, o Image-Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics,
Silver Spring, EUA), considerado um eficiente sistema de quantificacédo de
elementos marcados por reacao imuno-histoquimica. Os resultados numéricos

obtidos no software foram submetidos a analise estatistica.
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3.8.Delineamento experimental

Experimento 1: efeitos da administracédo de LPS no CM de ratas cujas maes
receberam no 9,5° dia da gestagédo a mesma endotoxina.

Quatorze ratas provenientes de ratas que receberam no 9,5° dia da gestacao
100 ug/Kg de LPS (7 ratas) ou seu veiculo (7 ratas) foram cruzadas com machos
sem qualquer tratamento e experientes sexualmente. No 6° dia da lactacéo,
observou-se seu CM como descrito.

Experimento 2: efeitos da administracdo de LPS na atividade geral de ratas
lactantes cujas méaes receberam no 9,5° dia da gestacdo a mesma endotoxina.

Vinte e quatro ratas provenientes de ratas que receberam no 9,5° dia da
gestagcado 100 pg/Kg de LPS (12 ratas) ou seu veiculo (12 ratas) foram cruzadas com
machos sem qualquer tratamento e experientes sexualmente. No 5° dia da lactagao,
observou-se como descrito sua atividade geral em campo aberto.

Experimento 3: efeitos da administracdo de LPS no comportamento
agressivo maternal de ratas cujas maes receberam no 9,5° dia da gestagédo a
mesma endotoxina.

Vinte e quatro ratas provenientes de ratas que receberam no 9,5° da gestacao
100 ug/Kg de LPS (12 ratas) ou seu veiculo (12 ratas) foram cruzadas com machos
sem qualquer tratamento e experientes sexualmente. No 6° dia da lactacao,
observou-se seu comportamento agressivo maternal como descrito.

Experimento 4: estudo imuno-histoquimico da expressao de GFAP no
nucleo accumbens do cérebro de ratas cujas maes receberam no 9,5° dia da
gestacéo o LPS.

Até duas horas apés o CM (experimento1), os encéfalos das fémeas dos
grupos controle e experimental foram retirados e utilizados para o estudo imuno-

histoquimico como descrito.
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Esquema 1 - Delineamento experimental

Analise estatistica: nos experimentos comportamentais, para verificar se as
distribuicbes seguiam ou ndo a distribuicdo normal, empregou-se o teste de Bartlet.
Como foi constatada a normalidade dos dados do CM, exceto para os valores em
escores e de porcentagem, foi aplicado o teste estatistico t — de Student para dados
nao pareados. Os dados de escores, por ndo serem paramétricos, foram analisados
pelo teste U de Mann-Whitney, enquanto as porcentagens foram analisadas pelo
teste do qui-quadrado.

Na analise da expressao de GFAP nos astrocitos do nicleo accumbens, a fim
de se verificar se as observagdes mensuradas seguiam ou poderiam ser
aproximadas da distribuicdo normal, empregou-se a prova estatistica de Shapiro-
Wilk, seguida da inspecao do grafico de quantis (qg-plot). Posteriormente, métodos
nao paramétricos foram utilizados na analise estatistica da amostragem, sendo a
mediana utilizada como estimador da medida de posicao e o intervalo interquartil —
diferenca entre os valores dos percentis 75 e 25 — empregado como estimador da
medida de dispersdo. Na analise da imunorreatividade para a GFAP na regiao
escolhida, empregaram-se as provas estatisticas de Mann-Whitney e de Kruskal-

Wallis. A significancia estatistica para todas as provas foi aceita em a < 0,05.
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4. RESULTADOS

Experimento 1: CM de ratas cujas méaes receberam no 9,5° dia da gestacéo
100 pug/Kg de LPS.

A figura 11 ilustra os resultados das laténcias para recolher os filhotes de
ratas do grupo controle e do grupo experimental. A analise estatistica mostrou que
as fémeas do grupo experimental apresentaram maior laténcia para recolher os

filhotes a partir do quarto filhote (p< 0,05).
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Figura 11 - Laténcia para recolher os filhotes de ratas cujas maes receberam no 9,5° dia da
gestagdo 100 pg/Kg de LPS ou o veiculo do LPS. Sao apresentados médias e respectivos erros-
padrao. N= 7 ratas/grupo * p< 0,05 em relacdo aos animais do grupo controle (teste t de Student).
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A tabela 1 mostra os resultados dos demais parametros do CM dessas ratas.
Assim, verifica-se que a laténcia para recolher todos os filhotes foi significantemente
maior nos animais do grupo experimental em relacdo aqueles do grupo controle.
Este mesmo achado foi observado para a laténcia para o CM total. Os demais
parametros nao apresentaram diferencgas significantes entre os dois grupos.

Tabela 1 - Parametros do CM de ratas cujas maes receberam no 9,5 dia da
gestagcédo 100 pug/Kg de LPS ou o veiculo do LPS. Sao apresentados as médias e os
respectivos erros-padrao. N= 7 ratas/grupo * p< 0,05 em relagdo aos animais do

grupo controle.

Parametros Grupo controle Grupo LPS P
Laténcia para recolher 1° filhote 9,75+3,91 11,77+4,35 0,414
% de fémeas que recolheram o 1° filhote 100 100 -
Laténcia para recolher todos filhotes (s) 146,19+29,23 384,40+116,01* 0,042
% de fémeas que recolheram todos os filhotes 100 71,43 0,461
Laténcia para agrupamento de todos os filhotes 286,20+69,72 1.381,20+2.795,80 0,0720
Escore de agrupamento dos filhotes 6,57+0,29 5,14+0,73 0,097
% de fémeas que agruparam os filhotes 100 71,43 0,461
Laténcia para CM total 762,00£171,00 1656,60+48,00* 0,006
% de fémeas que apresentaram cifose e CM total 100 71,43 0.461
Frequéncia de autolimpeza 10,29+3,97 16,50+2,71 0,216
Frequéncia de limpeza dos filhotes 34,86+6,13 33,43+4,11 0,850
Escore do ninho 2,29+0,18 1,71£0,29 0,119

As laténcias e frequéncias foram analisadas pelo teste t de Student; as porcentagens foram
analisadas pelo teste do Qui-quadrado; os escores foram analisados pelo teste U de Mann-Whitney.

Experimento 2: efeitos da administracédo de LPS na atividade geral de ratas
lactantes cujas maes receberam no 9,5° dia da gestacdo a mesma endotoxina.

A figura 12 ilustra os resultados obtidos para a atividade geral de ratas,
observadas no 5° dia de lactacdo, cujas maes foram tratadas no 9,5° dia da
gestacdo com o LPS ou seu veiculo. A analise estatistica ndo mostrou diferencas

significantes entre os grupos.
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significantemente menores em relagdo aos animais do grupo controle. Ao final dos
experimentos, a porcentagem de filhotes no ninho era menor nos animais do grupo
experimental em relagdo aqueles do grupo controle. Os demais parametros né&o
foram diferentes entre os grupos, porém notou-se tendéncia a redugcao no tempo de
boxear nos animais do grupo experimental.

Tabela 2. Comportamento agressivo maternal de ratas cujas maes receberam

no 9,5° dia da gestacéo a endotoxina. N=12/grupo.

Parametros Grupo controle Grupo LPS P
Laténcia para 1 ° ataque 80,75+12,24 178,67+23,71* 0,0013
Frequéncia de ataques 15,0+2,7 4,6+0,59** 0,0011
Tempo de ataque(s) 12,0+2,5 2,7+0,81** 0,0036
FreqUiéncia de boxear 7,211,6 5,01£0,87 0,2442
Tempo de boxear 2,0+0,47 0,9710,16 0,0581
FreqUéncia de recolher os filhotes 3,911,2 3,210,74 0,6099
FreqUéncia de esconder os filhotes 4,2+1,0 2,110,58 0,0910
Freqliéncia de o intruso farejar os filhotes 0,9110,34 2,210,63 0,0911
% se filhotes no ninho 82 54** 0,0001

**diferenca estatisticamente significante em relacao aos animais do grupo controle (teste t de
Student). As porcentagens foram analisadas pelo teste do Qui-quadrado.

Experimento 4: estudo imuno-histoquimico do ndcleo accumbens do cérebro
de ratas cujas mées receberam no 9,5° dia da gestacao o LPS.

A analise dos cortes marcados para GFAP, tanto dos animais experimentais
quanto dos animais controle, foi realizada em microscopia de luz, avaliando-se a
distribuicado e o comportamento morfoldgico das células positivas para GFAP. Foram
consideradas como positivas para a proteina as células cujo citoplasma apresentou-
se corado em marrom intenso.

As areas (em pm2) de expressao de GFAP no nudcleo accumbens,
apresentadas na forma de mediana (intervalo interquartil), para os animais dos
grupos experimental e controle foram, respectivamente, 6673,43 (12543,22) e
7113,31 (13425,30), ndo sendo verificada diferenca significativa (P< 0,05) entre os

grupos pela analise estatistica realizada.
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Figura 13 - Astrécitos imunorreativos para GFAP no nucleo accumbens. Grupo controle. Obj.
40x.

Figura 14 - Astrocitos imunorreativos para GFAP no nucleo accumbens. Grupo experimental.
Obj. 40x.
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5. DISCUSSAO

A administracdo de LPS a ratas no GD 9,5 promoveu alteragbes no
comportamento de sua prole feminina. Foram verificados no CM e em relagdo as
ratas do grupo controle: 1) aumento na laténcia para busca dos filhotes a partir do
quarto filhote; 2) aumento na laténcia para busca de todos filhotes; 3) maior laténcia
para apresentar o CM total. No CMA, verificaram-se, em relagéo as ratas do grupo
controle:1) maior laténcia para o primeiro ataque; 2) menor frequéncia de ataques; 3)
menor duracao dos ataques; e 4) menor porcentagem de filhotes no ninho ao final
do experimento. Estes resultados, sem duvida, apontam para um prejuizo no CM
das ratas cujas maes receberam o LPS.

Desde que as alteragdes mais claras no CM foram aquelas referentes a busca
dos filhotes, e que o prejuizo neste parametro reflete a motivagdo no CM (NUMAN,
2007), os estudos imuno-histoquimicos foram feitos no nucleo accumbens, pois,
segundo a literatura, esta é a area mais importante na motivacao do CM (HANSEN,
1994). Nao houve diferenga entre os grupos quanto a expressdo, no nucleo
accumbens, do mais importante marcador da populagao astrocitaria - a proteina glial
fibrilar acida (ou GFAP), ndo havendo, dessa forma, qualquer indicio de que a
resposta imune desencadeada pelo LPS durante a gestagdo tenha induzido
alteragdes morfoldégicas e funcionais detectaveis na populacdo de astrécitos da
regido estudada. Muito embora se saiba que a administracdo de LPS possa induzir a
liberagdo de citocinas proé-inflamatérias, tais como IL-18 e TNF-a, a partir de
astrocitos, e estimular a formagao de cicatriz glial in vivo (LIEBERMAN et al., 1989;
CHUNG; BENVENISTE, 1990), ndo houve evidéncia de aumento do numero de
astrocitos (astrocitose) ou de suas dimensdes (astrogliose) no ndcleo accumbens,
importante area no controle do comportamento materno (SLOTNICK, 1967,
TERLECKI; SAINBURY, 1978), tanto nas filhas de ratas injetadas prenatalmente
com LPS quanto naquelas injetadas com solugao salina.

O CM requer participagao ativa da rata, a qual recolhe seus filhotes de volta
ao ninho quando os mesmos se afastam deles, agrupam-nos, ficam sobre eles e os
lambem. Os estimulos desses comportamentos dependem das vocalizagcdes dos
filhotes, de sua movimentacdo e de pistas olfatorias (NUMAN, 1999, NUMAN;
STOLZENBERG, 2009). Desta forma, a fémea garante que sua prole ataque seu

mamilo e o sugue. Dados da literatura mostram que esses comportamentos sao
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motivados, e diversos experimentos comprovam a afirmacao. Verifica-se que fémeas
lactantes apresentam melhor desempenho que as nao lactantes em modelos de
labirinto, em testes de aprendizado, ou mesmo quando administrados choques para
manter contato ou recolher sua prole (NUMAN, 2007; BRIDGES et al., 1972).

Os presentes resultados mostraram que as ratas cujas maes foram tratadas
com LPS no GD 9,5 apresentaram maior laténcia total para recolher e agrupar os
filhotes. Além disto, a laténcia para recolher os filhotes foi significantemente menor a
partir do quarto filhote, enquanto o inicio do CM n&o foi alterado, mas a sua
manutenc¢ao foi prejudicada.

Por outro lado, os parametros ditos consumatérios do CM nao foram alterados
nessas ratas. KEER e STERN (1999) mostram que a administracdo de
microinjecdes de flupentixol, um antagonista de receptores dopaminérgicos D1 e D2,
na regiao shell do ndcleo accumbens, prejudica o recolher e o lamber dos filhotes,
mas aumenta o comportamento de amamentar de ratas lactantes. Esses achados
envolvem o sistema dopaminérgico dessa area com o componente apetitivo do CM.

No mesmo sentido, HABR (2008) mostrou que a IL-2 modula a transmisséo
dopaminérgica no nucleo accumbens, area envolvida com o controle do CM. Nesse
caso, as doses empregadas nao interferiram com a fungdo motora, mas com a
motivacdo materna, pois aumentou a laténcia para a busca dos filhotes e aumentou
o CMA. Tanto a administragdo sistémica como a local desta interleucina reduziu os
niveis do metabdlito da dopamina nessa area (HABR, 2008), sugerindo papel da
dopamina extracelular.

No entanto, embora se tenha observado redugéo na busca dos filhotes, neste
trabalho nao foi detectada alteragédo nos componentes consumatérios do CM, ou
seja, todas as fémeas apresentaram CM total e cifose.

Desta forma, sugere-se que as fémeas cujas maes foram tratadas com o LPS
apresentaram menor motivacao no CM que aquelas do grupo controle.

Um modelo para o estudo do comportamento agressivo € o CMA de fémeas,
um tipo de agressdo com componente importante de medo. Diferentemente dos
machos, o CMA de ratas fémeas lactantes compreende, além do padréao ofensivo, o
padrao defensivo. Em ratas lactantes, nos primeiros dez dias da lactagao, observam-
se altos niveis de comportamento agressivo contra o intruso, macho ou fémea,

reduzindo-se gradativamente apos esse periodo (GIOVENARDI et al., 1998).
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Existem consideraveis evidéncias de que a administracado perinatal de LPS
promove efeitos persistentes no desenvolvimento e no comportamento da prole de
ratos. O presente estudo revelou que a exposicdo a endotoxina bacteriana na vida
prenatal prejudicou o desempenho do comportamento maternal agressivo da prole
feminina na idade adulta. O fato refletiu-se pela menor frequéncia de ataques e
maior laténcia para os ataques e para o primeiro ataque ao macho intruso. Verificou-
se ainda redugado no tempo de boxear destas fémeas em direcéo ao intruso. Além
disto, as fémeas tratadas prenatalmente com LPS esconderam menos seus filhotes,
e permitiram que o intruso farejasse mais tempo a sua prole.

O quadro mostra que a inflamagdo materna prenatal promoveu profundas
alteragdes no cuidado materno quando eles estdo expostos a um possivel predador,
o rato intruso.

O CMA depende da ativagdo de diferentes sistemas de neurotransmissao, e
de diferentes areas cerebrais interligadas entre si (para revisdo ver NUMAN;
STOLZENBERG, 2009). A dopamina (KEER; STERN, 1989; STOLZENBERG et al.,
2007), o GABA (ARRATI et al., 2005), a serotonina (OLIVIER; MOS, 1992), a
ocitocina (FAHRBACH et al., 1985), a vasopressina (NUMAN; STOLZENBERG,
2009), o sistema opioide (TEODOROQV et al., 2008) e a prolactina (TERKEL et al.,
1979; BRIDGES; RONSHEIM, 1990) modulam o CMA. As areas centrais mais
relevantes no controle do CMA e que tém intima relagdo entre si sdo a area pré-
optica medial, o ndcleo accumbens, a area tegmental ventral e a amigdala (NUMAN;
STOLZENBERG, 2009).

Como dito, a dopamina, por meio dos receptores D1 e D2, € um dos mais
importantes neurotransmissores que controlam o CM (BYRNES et al.,, 2002).
Antagonistas dopaminérgicos em doses que nao afetam a atividade motora reduzem
o CM (SILVA et al., 2001, 2003). O fato ocorreu nos presentes experimentos, pois a
atividade geral das fémeas nao foi modificada quando de sua observagao em campo
aberto. Desta forma, afirma-se que as alteragbes no desempenho motor ndo foram a
causa da reducgao observada no CM.

A ativacdo imune em periodos precoces da vida intrauterina ativa o eixo
hipotalamo-hipoéfise-adrenal (HPA), resultando em liberacdo de corticosterona
(NAKANQO et al., 1987; ENGELAND et al., 2006). Portanto, o LPS é considerado um
estressor sistémico. Existem evidéncias de que a ativagdo imune altera o sistema

dopaminérgico, por exemplo, a administragdo prenatal de bactérias (FORTIER et al.,
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2004) ou virus (ZUCKERMAN et al., 2003) mimetiza o aumento da atividade motora
em resposta a anfetamina administrada na idade adulta. Além disto, a administracéo
de citocinas, como interleucina-6 (ZALCMAN et al., 1999) e interleucina-2 (MAGID et
al., 2005), potencializa as respostas de agonistas dopaminérgicos.

Portanto, a reducdao no CMA observada em fémeas cujas mées foram
tratadas no periodo prenatal com LPS pode ser consequéncia do estresse produzido
pela endotoxina, o qual reduziu os niveis de dopamina na prole feminina destas
ratas e, portanto, o CMA.

O estresse durante a gestacéo e no periodo de periparto aumenta o risco de
disturbio do humor na prole na vida adulta dos filhotes (O'HARA; SWAIN, 1996;
KOFMAN, 2002). Dado importante € que as respostas fisiologicas a exposi¢cao ao
estresse na gestagdo e lactacdo sio significantemente atenuadas, em humanos e
em animais (STERN et al., 1973; NEUMANN et al., 1998; 2002; LUCASSEN et al.,
2009; RUSSELL et al., 1999; LIGHTMAN et al., 2001; KAMMERER et al., 2002; DE
WEERTH; BUITELAAR, 2005). Acredita-se que essas adaptacdes visam proteger os
fetos da exposicao excessiva aos glicocorticoides (WELBERG; SECKI, 2001). Além
disto, os esteroides gonadais sao reguladores importantes da atividade do eixo HPA
e da liberagdo do horménio hipotalamico liberador de corticotrofina (KIRSCHBAUM
et al., 1999; YOUNG et al.,, 2001). Portanto, a atenuacdo dos circuitos centrais
relacionados ao estresse seria importante para o bem-estar da mée, evitando
flutuagbes dramaticas de esteroides circulantes.

Este trabalho mostrou que a administracdo de uma endotoxina no 9,5° dia da
gestacédo promove alteragbes no cuidado materno e no CMA frente a um intruso. A
fémea reduz os cuidados com a prole e também seus mecanismos de defesa dos
filhotes, provavelmente em razéo de ter sido exposta durante seu desenvolvimento
as citocinas liberadas intrautero. Os resultados podem ter implicagdes evolucionarias
ligadas a alteragdes epigenéticas que explicam a transmissdo transgeracional de
agressdes ambientais. Um dado importante é que o LPS administrado no mesmo dia
da gestacdo e na mesma dose néao foi capaz de alterar o CM das mées das ratas
(Bernardi, comunicagao pessoal), reforgando ainda este ultimo aspecto.

O termo epigenética refere-se a todas as mudancgas reversiveis e herdaveis
no genoma funcional que n&o alteram a sequéncia de nucleotideos do DNA (KROLL,
2004; LIU; FREEDMAN, 2005; MOORE, 2005; TUSIE-LUNA, 2005; GARG, 2006;
SOUSSI et al., 2006). Champagne et al. (2006) definiram epigenética como a soma
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de fatores genéticos e ndo genéticos agindo sobre células a fim de seletivamente
controlar a expressao génica que produz uma complexidade fenotipica crescente
durante o desenvolvimento. Logo, seu estudo esta direcionado para compreender de
que maneira padroes de expressao sao transmitidos aos descendentes, como
ocorre a mudancga de expressao espago-temporal de genes durante a diferenciagéo
de um tipo de célula, e como fatores ambientais podem modificar a expressao de
genes.

Basicamente, os mecanismos principais de alteragbes epigenéticas sao: (1)
metilacdo do DNA; (2) modificagbes de histonas; e (3) acédo de RNAs nao
codificadores. Os padrbes de metilagdo de DNA s&o os mais conhecidos desses trés
mecanismos, embora modificacbes de histonas também sejam bastante discutidas
(RAKYAN et al., 2002; ANWAY et al., 2005).

Segundo TANG; HO (2007), a metilacado do DNA esta relacionada
normalmente ao silenciamento de genes. As modificagdes de histonas mais bem
estudadas sédo as acetilagbes, fosforilacbes e ubiquitinagdes, formando o que se
denomina codigo de histonas, determinando a conformagéo da cromatina. Ja a acéo
de RNAs nao codificadores esta relacionada ao silenciamento pos-transcricional de
genes por meio do mecanismo de RNA de interferéncia, no qual ocorre o bloqueio
da traducdo ou degradacdo do RNAmM alvo. Além da agdo bloqueadora da
transcricdo, os siRNA podem ser associados a metilacdo de sequéncias de DNA.
Todos esses mecanismos parecem estar interligados para a organizacéo estrutural
da cromatina, tornando-a mais acessivel ou ndo aos fatores de transcricdo. As
mudancgas epigenéticas sao fortemente influenciadas pelo ambiente. Qualquer
alteracado ambiental, ataque de patdogenos ou tipo de alimentagdo podem acarretar
mudancas epigenéticas (TANG; HO, 2007). O estresse ambiental, incluindo a
hibridacdo e a poliploidizagcdo, sao determinantes na ocorréncia de variagdes
epigenéticas. Sendo assim, a epigenética esta intimamente relacionada ao aumento
de variabilidade fenotipica dos individuos, tendo papel relevante na evolugdo. TANG
e HO (2007) propbéem que uma das causas do aumento da incidéncia de certos tipos
de doencgas nos dias de hoje seriam os fendtipos resultantes de alteragdes
epigenéticas em periodos criticos do desenvolvimento de um organismo.

E possivel que a exposicdo materna ao LPS tenha promovido alteracdes
motivacionais em sua prole feminina que culminaram em redugcédo no CM da prole

dessas ratas por possiveis mecanismos epigenéticos.
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Os presentes resultados sao indicativos de que infecgdes maternas talvez
levem a alteragbes em longo prazo do comportamento maternal da prole. Fato
instigante € que a propria mae que recebeu o LPS nao apresentou alteragbes no
CM. Evidentemente, este € um trabalho inicial sobre o tema, e apenas constata o
fendbmeno, sendo importante, em trabalhos futuros, o esclarecimento dos

mecanismos subjacentes a essas alteragdes.
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6. CONCLUSOES

A administracédo prenatal de LPS no 9,5° dia da gestagdo promoveu na prole
feminina de ratos:

o quanto ao comportamento maternal (CM), aumento significante na
laténcia para recolher os filhotes e agrupa-los;

o quanto ao comportamento agressivo maternal (CMA), maior laténcia
para o primeiro ataque, menor numero e tempo de ataques, e diminuicdo da
porcentagem de filhotes no ninho ao término das observacgoes;

o nenhuma alteragcdo em parémetros da atividade geral e na expresséo

astrocitaria de GFAP no nlcleo accumbens.
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