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RESUMO

NASCIMENTO, A. N. Modulacao imunoldgica da relacdo mae e filhote. [Immunological
modulation of the mother-pup interaction]. 2012. 90 f. Dissertacéo (Mestrado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2012.

O comportamento maternal (CM) em mamiferos tem caracteristicas especificas. O periodo
logo apds o parto é particularmente sensivel a alteracdes fisioldgicas que podem modular a
expressao deste comportamento importante. Mudancas comportamentais observadas em
animais doentes sdo consideradas comportamento doentio (CD). A exposi¢do ao LPS, uma
endotoxina derivada da parede de uma bactéria gran negativa, durante a gravidez pode causar
doencas mentais. A fim de investigar, uma possivel relacdo entre CM e CD, 0s animais
foram tratados com LPS. Para o estudo do CM e agressivo, quarenta ratas foram divididos em
quatro grupos, dois controles e dois grupos experimentais, com dez animais cada. O grupo
experimental recebeu 100ug/kg de LPS por via i.p, e grupo controle 0 veiculo de endotoxina,
apos quarenta e oito horas de administracdo de LPS, ou seja, no quinto dia de lactacdo, as
observacGes comecaram. Para escolha deste dia, ratas virgens e ratas lactantes foram
divididas em quatro grupos, dois controles e dois experimentais, com dez fémeas cada. O
peso corporal, consumo de agua, racdo, e a temperatura corporal foram medidas para cento e
vinte horas. As fémeas do grupo controle foram observadas da mesma forma, mas foram
tratados com o veiculo do LPS. Observamos que: 1) Em ratas virgens e lactantes o tratamento
com LPS modificou a temperatura e peso corporal, consumo de agua e racdo; 2) No periodo
de lactacdo houve reducdo da laténcia para busca do primeiro filhote. Na prole verificou-se
que: 3) Houve alteracdo no padréo de vocalizacdo dos filhotes cujas maes foram expostas ao
LPS no terceiro dia de lactacdo; 4) houve alteracdo no burst e fagocitose de enutrofilos no
vigésimo primeiro dia de lactacdo apos desafio com a endotoxina indicativo de maior resposta
ao LPS. Concluiu-se que a exposicao de ratos ao LPS facilita 0 comportamento maternal, mas
promove alteracfes na sua prole relacionadas a interagdo entre mée-filhote e aumento na

resposta a um desafio imunoldgico.

Palavras-chave: Lipopolissacarideo. Dopamina. Mae-filhote. Comportamento maternal.
Comportamento doentio.



ABSTRACT

NASCIMENTO, A. F. Immunological modulation of the mother-pup interaction.
[Modulagdo imunoldgica da relagdo mée e filhote]. 2012. 90 f. Dissertagdo (Mestrado em
Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Séo Paulo, Sdo
Paulo, 2012.

Maternal behavior (MB) in mammals has specific characteristics. The time period just after
parturition is particularly sensitive to physiological changes that can modulate the expression
of this important behavior. Behavioral changes observed in sick animals, are considered as
sick behavior (SB). Exposure to LPS, an endotoxin derived from the wall of a gran negative
bacteria, during pregnancy might cause mental diseases. In order to investigate, a possible
relationship between MB and SB, animals were treated with LPS. For the study of MB and
maternal aggressive behavior, 40 rats were divided in 4 groups, 2 control and 2 experimental
groups. The experimental group received 100ug/kg LPS by ip, and control group the vehicle
of endotoxin, after 48 hours of LPS administration the observations of SB began. For choice
these days, 20 virgin and 20 lactating rats were divided in 4 groups, 2 control and 2
experimental. They received ip 100ug/kg. Body weight, water and feed consumption, and
body temperature were measured for 120h. Control females were observed in the same way,
but they were treated with vehicle of LPS. The results showed that: 1) In 48 hours after the
LPS treatment, virgin and lactating rats showed increased body temperature, loss of body
weight, increased water consumption and decreased food consumption, 2) In 48 hours after
the treatment with LPS, lactating rats showed reduced latency to retrieve the first pup to the
nest. In the offspring of mothers treated with LPS it was found that: 3) Pups form mothers
treated with LPS on the 5th day of lactation showed changes in the vocalization pattern; 4)
Those pups showed changes in oxidative burst and phagocytosis on 21th day of lactation. It
is concluded that exposure of rats to LPS promoted changes in the in the interaction between
mother and pups.

Keywords: Lipopolysaccharide. Dopamine. Nucleus accumbens. Behavior maternal.
Unhealthy behavior.
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1 INTRODUCAO

1.1 O COMPORTAMENTO MATERNAL (CM)

O CM consiste de uma série de cuidados que os membros adultos de uma determinada
espécie realizam em torno dos individuos reprodutivamente imaturos, para auxiliar na
propagacdo de sua espécie. O controle do CM envolve fatores neuroenddcrinos e sensoriais.
Os hormonios gestacionais preparam o animal para agir de forma maternal para com o0s
filhotes enquanto que 0s neurotransmissores o0 regulam durante a fase de manutengéo e
lactacdo (ROSENBLATT; MAYER; SIEGEL, 1985; NUMAN, 1994; MATTSON;
KLAPPER, 2001).

1.2 FEBRE E LIPOPOLISSACARIDEO (LPS)

A febre é definida como um estado de elevagdo da temperatura corporal, fazendo parte
de uma complexa reacéo fisiologica de defesa dos organismos multicelulares contra a invasao
de patdgenos ou corpos estranhos (MACKOWIAK et al., 1980). O modelo de febre classico e
amplamente empregado envolve a utilizagdo do lipopolissacarideo (LPS), principal
componente da parede celular de bactérias Gram-negativas. A administragdo sistémica ou
intracerebroventricular (icv) de LPS produz febre em espécies endotérmicas (como
camundongos, ratos, coelhos, gatos, cdes, macacos) e alteracbes comportamentais para
promover aumento da temperatura corporal em ectotérmicos, por estimular a preferéncia por
ambientes com temperatura mais elevada (FRAIFELD; KAPLANSKI, 1997).
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1.3 LIPOPOLISSACARIDEO (LPS) E OS SISTEMAS NERVOSO E IMUNE

Segundo Alves e Palermo Neto (2007) o estudo das interacfes entre os sistemas imune
(SI) e nervoso central (SNC) tem despertado o interesse de inUmeros grupos de pesquisa. Esse
interesse e os dados dos trabalhos realizados acabaram por resultar na concep¢do de uma
grande &rea de pesquisa conhecida como Psiconeuroimunologia ou Neuroimunomodulag&o.
Esta area estuda os mecanismos através dos quais esses sistemas trocam informacoes,
influenciando-se mutuamente, com evidentes implicagdes fisiologicas e patoldgicas.

Besendovisky e Del Rey (1991), também avaliaram as interacdes entre os sistemas
nervoso e imune. Esses autores demonstraram que a imunizacdo de animais com diferentes
antigenos induzia mudancas neuroenddcrinas e de atividade no SNC. Portanto, substancias ou
produtos originarios de processos imune/inflamatorios teriam efeitos sobre a atividade do
SNC.

Todas essas alteracGes seriam causadas ao organismo pelas citocinas liberadas no
processo inflamatorio e envolveriam uma série de sintomas que se enquadram e podem ser
definidos como comportamento doentio (AVITSUR; WEIDENFIELD; YERMEYA, 1999).

O lipopolissacaridio, 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. Ele é extremamente tdxico para animais, apresentando efeito em
concentragfes menores que 1 nM (ADEREM; ULEVITCH, 2000) sendo denominado
endotoxina das bactérias gram-negativas, uma vez que esta firmemente ligado a superficie
celular, sendo liberado apenas quando as células sdo lisadas. Com a clivagem do LPS em
lipidio A e polissacarideo, demonstra-se que toda a toxicidade, decorrente da interacdo 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; BUTEL; MORSE, 2000).

Segundo Kirsten (2008), quando o LPS entra em contato com o organismo, seja a
partir de uma bactéria gram-negativa como a Escherichia coli, ou pela administracdo direta do
LPS, inicia-se uma série de respostas no organismo infectado, podendo atuar em células como
0s monacitos, neutrdfilos, plaquetas sanguineas e células endoteliais, mas, sem dividas, 0s

macrofagos sdo as principais estruturas onde o mecanismo de ac¢do do LPS é deflagrado. Por
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isso, pela liberacdo de citocinas, o LPS é usado ja ha muitos anos como ativador de resposta
imune, principalmente na resposta imune inata, inespecifica, com o0s macrofagos.
Normalmente, as citocinas atuam em nosso organismo a fim de combater diversos patdgenos.
No sistema imune ela atua no ja descrito reconhecimento de particulas invasoras, bem como
em respostas adaptativas ou reacGes homeostaticas (AVITSUR; WEIDENFIELD;
YERMEYA, 1999; ADEREM; ULEVITCH, 2000).

Na fungdo cerebral, as citocinas influenciam neurotransmissores centrais como
noradrenalina, dopamina, serotonina, GABA, acetilcolina, neuropeptideos, dentre outros.
Atuam também na diferenciacdo e crescimento neuronal, e modificacdo da plasticidade
sinaptica (DUNN, 2006; HAVA et al., 2006). Ativam ainda, o eixo hipotdlamo-hpd&fise-
adrenal (HPA) estimulando a liberagdo do fator liberador de corticotrofina do hipotalamo, e
horménio adrenocorticotrofina (ACTH) da hipdfise, resultando em aumento de
glicocorticdides na corrente sanguinea periférica. Podem também inibir o eixo hipotadlamo-
hipo6fise-gonadal, por bloquear a secrecdo de hormonios sexuais tais como o hormonio
gonadotrofico, horménio luteinizante, horménio foliculo estimulante e esterdides ovarianos,
interferindo na modulacdo do comportamento reprodutivo (AVITSUR; WEIDENFIELD;
YERMEYA, 1997; MEYER et al., 2005).

Segundo Kirsten (2008) j& estda também bastante estabelecido que processos
inflamatorios e infecgBes bacterianas ou virais em gestantes levam a interferéncias no
ambiente fetal, podendo resultar em diversos danos a prole. Assim, Shi et al. (2003)
administraram o virus influenza humano em camundongos fémeas no 9,5° dia de gestacédo e
analisaram posteriormente sua ninhada. Os filhotes apresentaram reducdo na interacdo social
e hiperansiedade. Inicialmente, propds-se que seria uma acao do virus direta no cérebro. No
entanto, ndo foi encontrado qualquer vestigio de RNA viral no cérebro destes individuos.
Prop0s-se entdo que as citocinas seriam responsaveis pelas modificagdes comportamentais.
Esses estudos mostram que danos comportamentais permanentes e severos podem ser
causados ndo sé por problemas geneticos, drogas ingeridas durante a gestacdo e outros, mas
também simplesmente por infeccBes bacterianas, as quais tantas mulheres gravidas séo

expostas constantemente.

O LPS em si ndo é capaz de chegar até o cérebro e ao feto, pois Ashdown et al. (2006)
administraram LPS radioativo (***I-LPS) em ratas prenhes, e ndo detectara o LPS nestes

locais. Além disto, estes autores verificaram a inducdo de citocinas no plasma materno, fato
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este que indica que o LPS age diretamente nas células placentarias para induzir a expressao

desses mediadores inflamatorios.

Diversos estudos com administracdo de varios tipos de citocinas demonstram
problemas gestacionais similares aqueles da administracdo do LPS (ROMERO et al., 2007).
Os trabalhos envolvendo a gestacdo e citocinas sdo algumas vezes contraditérios.
Aparentemente as citocinas atravessam a barreira placentaria, porém em um estudo realizado
em cultura, € mostrado que pouca quantidade de citocinas parece ser capaz de atravessar
amnio, corion e deciduas intactas. Ainda ndo se sabe exatamente como as citocinas chegam
até o feto. O mais provavel € que novas citocinas sejam produzidas pelo préprio feto, quer
seja a partir de algumas citocinas que conseguiram chegar até o feto, quer seja por algum
outro processo de sinalizagdo (URAKUBO et al., 2001; MEYER et al., 2005; LEVITON;
DAMMANN; DURUM, 2005). A partir dai as citocinas no ambiente fetal vao interferir no
equilibrio dindmico do individuo, chegando até seus cérebros e afetando seu desenvolvimento
in utero, ativando o eixo HPA e causando comportamento doentio, mais ou menos similar ao

que acontece com um individuo tratado diretamente com LPS (ASHDOWN et al., 2006).

O rato, diferentemente do ser humano, nasce imaturo sendo que sua primeira semana
de vida representa os ultimos estagios intrauterinos da vida de um bebé humano. Poucos
trabalhos se preocuparam em examinar os efeitos da ativacdo do sistema imune neste periodo
e suas consequéncias em periodos mais tardios da vida. Recentemente, Tenk, Kavaliers e
Ossenkopp (2008) demonstraram que a ativacdo imune com LPS durante o periodo precoce
pos-natal altera o dimorfismo sexual no comportamento exploratério na idade adulta, quando
as proles femininas e masculinas sdo desafiadas com a mesma endotoxina, sendo um indicio

importante de diferencas sexuais na susceptibilidade a infeccdes.

Foi, pois o objetivo deste trabalho investigar os efeitos da administracdo do LPS
durante a lactacdo nas ratas e em sua prole. Avaliou-se também estas respostas
comportamentais frente a um novo desafio imune para melhor caracterizar possiveis
diferencas na sensibilidade ao LPS. O periodo de tratamento para as mées foi no terceiro dia
de lactacéo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar as adaptacBes comportamentais e neuroimunoldgicas no CM de ratas e de

sua prole decorrentes de uma inflamacéo experimental produzida pelo LPS.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar a influéncia da administracdo de LPS em ratas virgens na temperatura e

peso corporal, bem como no consumo de agua e racao.

e Investigar a influéncia da administracdo de LPS em ratas lactantes na temperatura,

peso corporal, consumo de &gua e racao.

e Investigar a influéncia da administracdo de LPS em ratas lactantes na atividade geral
em campo aberto tratadas no terceiro dia de lactacdo e observadas no quinto e nono

dia de lactacao.

e Investigar a influéncia da administracdo de LPS no Comportamento maternal de ratas

lactantes tratadas no terceiro dia de lactagéo e observadas no quinto dia de lactacéo.

e Investigar a influéncia da administracdo de LPS no Comportamento maternal
agressivo de ratas lactantes tratadas no terceiro dia de lactacdo e observadas no quinto

dia de lactacéo.

e Investigar as possiveis alteracdes histopatologicas da prole das ratas lactantes tratadas

com 100 pg/kg de LPS i.p 3° dia da lactacéo.
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Verificar se o tratamento de mdes com 100 pg/kg de LPS i.p poderia alterar a

contagem diferencial de leucécitos no PND5 da prole dos filhotes.

Verificar se o tratamento de mdes com 100 pg/kg de LPS i.p poderia alterar a

vocalizacdo Ultrassonica no PND5.

Verificar se o tratamento de mdes com 100 pg/kg de LPS i.p poderia alterar o Burst
Oxidativo e a Fagocitose de Neutrofilos.

Verificar se o tratamento de mdes com 100 pg/kg de LPS i.p poderia alterar a
atividade geral no PND21 da prole desafiadas com 50 ug/kg de LPS duas horas antes

das observacdes.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos machos e fémeas Wistar de mesma origem, obtidos por meio de
cruzamentos sucessivos do biotério da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Séo Paulo — FMVZ - USP. Todos os procedimentos foram submetidos a
Comissdo de Bioética da FMVZ e aprovados. Estes animais foram alojados em até quatro
animais, em gaiolas de polipropileno medindo 32 X 38 X 16 cm com &gua e alimento ad
libidum durante todo o procedimento experimental. Os animais forammantidos em sala com
temperatura controlada (22 £ 2° C), controlados por ar condicionado e sistema de exaustdo e
ciclo de 12 horas de claro e escuro, sendo a luz acesa as 7:00 horas. Inicialmente as ratas
foram colocadas com machos (2 X 1) até a deteccdo da prenhez. Esta detec¢do da prenhez foi
feita no comeco da manhd (7:00 - 8:00 horas), por meio do lavado vaginal. Este
procedimento consiste em introduzir uma pipeta plastica contendo salina (cloreto de sédio
0,9%) na vagina da rata, mas ndo muito profundamente para evitar a inducdo de pseudo-
prenhez, colhendo a secrecdo vaginal. Logo apés esta etapa, o conteido liquido da pipeta foi
colocado em uma lamina de vidro e observado ao microscépio Optico procurando por
espermatozéides junto ao material bioldgico da fémea. Quando constatada a presenca de
espermatozéides, foi considerado como dia de prenhes (GD) 0 daquela fémea. Esses animais
foram entdo separados aleatoriamente como pertencentes ao grupo controle e experimental,
acondicionados individualmente em gaiolas moradia, e ali permanecerdo durante toda a
gestacdo. Depois da etapa de acasalamento os machos foram descartados. Ao nascimento da
prole foi feita a padronizacdo das ninhadas em 8 filhotes por fémea, sendo na medida do
possivel 4 fémeas e 4 machos. O periodo de amamentagéo foi de 21 dias. Ap0s 0 nascimento
das proles as fémeas lactantes foram empregadas para avaliagdo do comportamento maternal,
maternal agressivo, medida de atividade geral em campo aberto e avaliagéo da temperatura,
peso corporal, consumo de &gua e racdo. As proles dessas fémeas foram utilizadas para

avaliagéo histologica, avaliagéo do peso, e da medida da atividade celular.
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3.2 PRODUTOS BIOLOGICOS

v' LPS: lipopolissacarideo obtido por extracdo fenolica a partir de Escherichia coli,
sorotipo 0127:B8 (Sigma®).

v Cepa de Staphyloococcus aureus ATCC 25923 (DIFCO®) - bactéria marcada com
lodeto de Propidio (Sigma, St Louis, MO) utilizada para avaliar a atividade fagocitica

realizada por macréfagos peritoneais e de neutrofilos sangiineos.

3.3 CORANTES CELULARES

Utilizado para corar as laminas na contagem diferencial de leucdcitos

v ROSENFELD (Merck®)

3.4 MEDICAMENTOS, REAGENTES E SOLUCOES

v" Solucdo salina: solucdo aquosa de cloreto de sédio (NaCl) estéril a 0,9%.

v Solucdo de LPS: solucdo na concentracdo de 50,100 OU 200 mg / ml de LPS em
solucdo aquosa de NaCl estéril a 0,9%.

v" Diacetato 2°7 Diclorofluorisceina (DCFH-DA/ Molecular Probes, Eugene, OR)-
empregado na citometria de fluxo. Este reagente foi mantido congelado (-20° C), e
protegido da luz, sendo dissolvido em PBS no momento de uso;

v' EDTA (Sigma®)- utilizado na técnica de fagocitose, na concentragdo de 3 mM, com o

v" objetivo de interromper a reacdo ap6s o periodo de incubagdo das amostras;

v Heparina (Liquemine®-Roche)- utilizado para evitar a coagulacdo das amostras de

sangue apos a coleta;
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v lodeto de Propidio (Pl) (Sigma®)- utilizado na técnica de citometria de fluxo,
responsavel pela emissdo de fluorescéncia vermelha das amostras captadas pelo
citbmetro;

v" NaCl 0,2% e 1,6%- Solucbes utilizadas com o objetivo de romper as hemaécias
presentes nas amostras;

v" NaCl 0,85% e NaCl 0,9% - Solugdes utilizadas na técnica de conjugacdo do
Staphylococcus aureus;

v' PBS (Phosfate-buffered saline, pH=7,2-7,4)-Solucdo utilizada nas técnicas de burst
oxidativo e fagocitose;

v' PBS glicosado - Solugdo utilizada na técnica de conjugacdo do Staphylococcus
aureus;

v' PMA - Miristato-acetato de forbol-(Calbiochem®)- utilizado como estimulo para

desencadear o burst oxidativo de macrofagos e neutrofilos.

3.5 REAGENTES E ESTIMULOS PARA ANALISE DO BURST OXIDATIVO

Preparado das solugdes, dos reagentes e do estimulo do Burst oxidativo.

3.5.1 Preparo das Solugdes

PBS (Phosfate-buffered saline, pH=7,2-7,4)- Solucdo estoque 10x concentrada:

v'"Na2HPO4.12 H20 (Merck®) 42,969
v'"NaH2P04 .1 H20 (Nuclear®) 3,60
v'NaCl (Labsynth®) 82,09

v"H20 destilada gsp 1000ml
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PBS 1x:

No momento do uso, dilui-se 100 ml da solucdo estoque 10x concentrada e completa-

se com H20 destilada para um volume de 1000 ml.

PBS glicosado:

v' PBS 10x 100 mi
v’ glicose 099
v’ gelatina 1lg
v H20 destilada gsp 1000 ml

Solucdes Salina 0,2%, 0,85%, 0,9% e 1,6%:

Pesa-se 2g, 8,59, 9g e 16g respectivamente de NaCl e completa-se cada solucdo com
1000 ml de H20O destilada.

3.5.2 Preparo dos Reagentes:

DCFH-DA 25 mM-Solugdes Estoque

Dilui-se 28,35 mg de DCFH-DA em 2 ml de etanol. Esta solugdo serd acondicionada

em frasco ambar para protegé-la da luz, sendo mantida em freezer a -20°C.
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Solucéo de DCFH-DA

No momento do uso, dilui-se a solucdo estoque em PBS 1 x de modo tal a permitir que
0 volume final desta solucdo esteja de acordo com o numero de animais, isto é, que seja
suficiente para contemplar todas as amostras do experimento.

Apenas para ilustrar e facilitar a compreensdo podemos citar alguns exemplos desta
diluicéo:
-100 pl DCFH-DA (solucdo estoque) +8,2 ml de PBS-para 13 animais;

-50 ul DCFH-DA (solucéo estoque) +4,1 ml de PBS-para 6 animais;

E assim por diante...

Solucdo de EDTA 3mM

Para o preparo desta solucdo, 3 ml da solucdo estoque de EDTA (1 mol/l) foram

diluidos em 997 ml de PBS. Esta solucao foi mantida em geladeira.

3.5.3 Preparo dos Estimulos:

Solucéo de PMA

A solucdo de PMA foi preparada utilizando-se de 1 ul da solucdo estoque de PMA
(100ng/100 pl) e completando-se o volume com 999 ul de PBS. Este volume, ou seja, 1 ml, é
suficiente para a realizacdo da técnica de burst para um total de 10 animais.
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Cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923-SAPI

Antes de esta bactéria ser utilizada para a realizacdo da técnica do Burst e da

Fagocitose, foi necessario conjuga-la com o iodeto de propidio (PI), de forma tal a permitir

que a bactéria emitisse uma fluorescéncia vermelha possibilitando, assim, sua leitura no

citbmetro.

O protocolo de conjugacao da bactéria foi aquele proposto por Hasui, Hirabayashi e

Kobayashi (1989), que consiste do seguinte procedimento:

<\

AR NN

<\

cultivar bactérias viaveis em agar sangue por 48 horas;

colocar as coldnias de bactérias em tubos de ensaio estéreis, em um fluxo laminar
proprio para bactérias;

ressuspendé-las em NaCl 0,85% e centrifuga-las por 10 minutos a 2500 rpm;
“inativar” as bactérias a 60°C por 30 minutos;

lavar 3 x com NaCl 0,85% e ap0s cada lavada, centrifugar por 10 minutos a 2500 rpm;
ajustar a concentragdo das bactérias de modo tal que sua leitura no espectrofotdmetro
(Uv/Visivel) a uma absorbancia de 620 nm tenha um valor que varie entre 2.4 a 2.7.
Estes valores, nesta absorbancia, sdo aqueles em que as bactérias, em suspensao,
apresentam uma turbidez que corresponde ao n © 8 escala de Mc.Farland. Para a leitura
no citbmetro € necessario que as bactérias estejam nestas concentragoes.

preparar uma solucao de iodeto de propidio a 5 %;

centrifugar nas mesmas condicgdes, desprezar 0 sobrenadante e adicionar 25 ul da
solucdo de iodeto de propidio a 5%;

incubar a temperatura ambiente por 30 minutos, no escuro; lavar a suspensao de
bactéria marcada mais 3x com NaCl 0,85% e centrifugando apos cada lavagem por 10
minutos a 2500 rpm;

ressuspender a bactéria em 5 ml de PBS glicosado (livre de Ca++ e Mg++);
“aliquotar” em eppendorfs de 2 ml, proteger da luz e congelar ‘a -80°C;

descongelar imediatamente antes do uso.
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Apo0s a inativacdo das bactérias e para evitar contaminacgdes, todo o procedimento
descrito acima citado, foi realizado dentro de um fluxo laminar empregando-se, sempre,

solucdes estéreis.

3.6 O CITOMETRO DE FLUXO

Foi utilizado um citbmetro de fluxo (FACScalibur Becton Dickinson
Immunocytometry Sistem, San Jose, Ca, USA) conectado com um computador (Macintosh
Apple, CA, USA). Foram analisados 10.000 eventos utilizando-se o software Cell Quest Pro
(Becton Dickinson Immunocytometry System, San Jose, CA, USA).

As subpopulacdes celulares foram reconhecidas por meio das propriedades FSC —
Forward Scatter e SSC side Scatter do aparelho que avaliam o tamanho e a complexidade
interna, dos mesmos respectivamente. A fluorescéncia verde do DCFH sera mensurada a
530+30 nm (detector FL1) sendo aquela de cor vermelha do S. aureus marcado com o iodeto
de propideo mensurada a 585+42 nm. A fluorescéncia verde emitida pelo DCFH sera usada
para estimar o burst oxidativo das células analisadas em diferentes situacdes de estimulacéo.
A fagocitose foi estimada pela intensidade média de fluorescéncia/célula emitida pelo PI. A
porcentagem de fagocitose (porcentagem de neutrofilos que fagocitaram as bactérias) foi
calculada através do numero de neutrofilos e macréfagos fluorescentes divididos pelo numero
total destas células e multiplicado por 100. As fluorescéncias do Pl e do DCFH foram
analisadas utilizando-se compensacéo de fluorescéncias para corrigir quaisquer interferéncias
de sinais emitidos pelos mesmos. Através do Cell Quest Pro® foram analisadas as populages
de interesse em cada experimento (neutréfilos), excluindo-se as populacdes de linfdcitos e
mondcitos por meio da analise dos gates. Além disso, para todos os experimentos o aparelho
foi calibrado com um tubo branco usado como controle de refringéncia basal da célula a ser

analisada.
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4 PROCEDIMENTOS

4.1 AVALIACAO DAS MAES

Avaliages realizadas com as mées.

4.1.1 Avaliacdo peso corporal, consumo de 4gua e ragao.

Foram avaliados a temperatura, 0 peso corporal, 0 consumo de agua e racdo das
fémeas lactantes, de duas horas até cento e vinte horas apds a administracdo da endotoxina.
Para avaliagdo da temperatura corporal foi utilizado um termdmetro clinico digital de ouvido,
onde todos os dias por volta das 10hs da manha foram aferidos e anotados as temperaturas de
cada animal, foram avaliadas também o consumo de agua e racdo e peso, onde durante 0s
cinco dias por volta do mesmo horério foram medidas e pesadas as quantidades de &gua,
racao ingerido e o peso de cada animal.

4.1.2  Avaliagdo da atividade geral em campo aberto

A atividade geral de fémeas lactantes foi observada em campo aberto. Neste teste 0s
animais foram colocados em um campo aberto sempre durante um mesmo periodo do dia.
Cada animal foi colocado individualmente no centro do aparelho de campo aberto, sendo
observado por 3 minutos. O fundo deste aparelho é dividido em vinte e cinco partes
aproximadamente iguais. Entre um animal e outro, o aparelho foi limpo com solucdo de
alcool a 5% para evitar-se a interferéncia do odor do animal anterior. Foram observados a
frequéncia de locomocgéo, de levantar e a dafecacdo por meio do numero de bolos fecais.
Definiu-se como unidade de locomog&o o ato de o animal penetrar com as quatro patas em

uma das divisdes do chdo da arena; unidade de levantar corresponde a postura de o animal
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permanecer apoiado nas patas posteriores, com o tronco perpendicular ao chdo, tendo a
cabeca dirigida para cima, podendo ou ndo tocar com as patas dianteiras as paredes do campo
aberto; cada bolo de fezes produzido pelo animal durante o periodo de teste foi registrado
como unidade de defecacdo. O registro da freqiiéncia dos parametros foi feito por intermédio
de um contador manual. O tempo de imobilidade, também chamado de freezing também foi
medido, sendo este definido quando o animal ndo apresenta locomogdo e movimentos de

farejar. Este pardmetro foi medido com o auxilio de um cronémetro.

4.1.3 Avaliagéo do CM em ratas lactantes.

O teste comportamental foi realizado no quinto dia da lactacdo com grupos de 10
animais/grupo. Inicialmente foi anotada a posi¢do dos filhotes e da mé&e na gaiola moradia,
aproximadamente as 8hs. De acordo com a apresentacdo foi classificado com a presenca ou
auséncia de formacéo do ninho na gaiola moradia. Logo ap0s, a ninhada foi retirada da gaiola,
sendo colocada em outra gaiola sem maravalha e permanecera por 1 hora. Os filhotes foram
colocados na gaiola divididos em quadrantes e o comportamento materno foi observado por
60 minutos. A observagdo do comportamento materno foi realizada medindo-se: 1) laténcia
(s) para busca do primeiro e do ultimo filhote (REC); laténcia (s) para carregar o primeiro e o
ultimo filhote; tempo entre carregar o primeiro e o Ultimo filhote; numero de filhotes no
ninho; comportamento maternal total (CMT), o que significa ficar em posicdo de
amamentacdo sobre o filhote por pelo menos 2 minutos consecutivos. As ratas que nédo
apresentaram o comportamento maternal durante os 10 primeiros minutos do teste foram
retiradas do experimento, da mesma forma que as maes que tiveram menos de 8 filhotes (4

fémeas e 4 machos) por ninhada.

4.1.4 Avaliacdo do comportamento agressivo maternal em ratas lactantes:

O teste de comportamento agressivo maternal foi usado para avaliar o comportamento

de defesa da mée frente a um intruso. Para tanto, um intruso macho de menor peso corporal
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que a fémea foi colocado na caixa na presenca da mae e seus filhotes entre as 13h00 e 15h00,

por 10 minutos. O teste foi realizado logo apo6s a observacdo do comportamento maternal e

gravado por uma camera digital. Posteriormente, os comportamentos ofensivos, defensivos,

exploratdrios e maternais foram analisados em video pelo pesquisador. Apds 0s 10 minutos

de teste o rato intruso foi devolvido a gaiola de origem e recolocado no biotério, juntamente
com a gaiola da mae e seus filhotes (NEUMANN et al., 2005).

Os seguintes parametros maternais foram avaliados:

v

A laténcia para buscar do primeiro e ultimo filhote, que foram distribuidos pelos 3

cantos opostos a area do ninho;

A laténcia para carregar o primeiro e o ultimo filhote;

Tempo entre carregar o primeiro e o ultimo filhote;

Numero de filhotes no ninho em porcentagem;

O CM total (CMT), que significa apresentar a postura de aleitamento sobre os filhotes

por 3 minutos consecutivos em porcentagem.

4.2 COM A PROLE

Procedimentos realizados com a prole.
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4.2.1 Atividade Geral em Campo Aberto em Filhotes

A atividade geral dos filhotes foi observada em campo aberto. Os filhotes foram
colocados em um campo aberto sempre durante um mesmo periodo do dia. Cada animal
escolhido foi colocado individualmente no centro do aparelho de campo aberto, sendo
observado por 3 minutos. O campo aberto para filhotes de ratos foi construido segundo o
modelo descrito por Broadhurst (1960), e adaptado para filhotes de ratos e para
camundongos, e consiste de uma arena de madeira, medindo 40 cm de diametro x 40 cm
de altura, pintada de branco. O fundo deste aparelho é dividido em vinte e cinco partes
aproximadamente iguais. Entre um animal e outro, o aparelho é limpo com solugdo de
alcool a 5% para evitar-se a interferéncia do odor do animal anterior. Observou-se a
frequéncia de locomocao, de levantar e a defecacdo foi avaliada por meio da contagem do
namero de bolos fecais. Foi definido como unidade de locomogdo o ato de o animal
penetrar com as quatro patas em uma das divisdes do ch&o da arena; unidade de levantar
corresponde a postura de o animal permanecer apoiado nas patas posteriores, com 0
tronco perpendicular ao chéo, tendo a cabeca dirigida para cima, podendo ou nao ter tocar
com as patas dianteiras as paredes do campo aberto; cada bolo de fezes produzido pelo
animal durante o periodo de teste foi registrado como unidade de defecacdo. O registro da
frequéncia dos parametros foi feito por intermédio de um contador manual. O tempo de
imobilidade também foi medido sendo que a imobilidade é definida quando o animal ndo
apresenta locomogdo e sem movimentos de farejar. Este parametro foi medido com o

auxilio de um crondémetro.

4.2.2 Vocalizacao Ultrassonica

Neste teste um filhote de cada grupo foi colocado em uma gaiola pequena de
polipropileno, gaiola de camundongo (30X20X13cm), foi levado para a sala de teste. A qual
fica isolada, longe dos outros animais, para ndo ouvir vocalizagdes. Imediatamente apos a
colocacédo do animal na gaiola, a voalizagdo comecou a ser gravada. O teste durou cinco

minutos. Este teste foi feito no periodo da manhd. Das 9h30 as 10h30 os animais foram
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mantidos em sala com temperatura controlada (22 + 2° C). A distancia do microfone ao chao
da caixa foi de 10 cm e a frequéncia ultrassonica foi de 40KHz. Foram medidos os seguintes

parametros: Laténcia para a primeira vocalizacdo e nimero de vocaliza¢gdes em 5 minutos.

4.2.3 Analise Histopatoldgica

Foram empregados um filhote de cada grupo, o quais foram sacrificados em camara
CO2 Em seguida foram feitos cortes sagitais, e decapitacdo. Estes fragmentos foram fixados
em formol a 10% durante 48 horas, ap06s este periodo esta solucdo foi substituida por alcool
70% permanecendo no mesmo por 24 horas. Apo6s o periodo de fixacdo foram processados
para inclusdo em parafina e coloracdo pela hematoxilina—eosina (H.E) para observacdo de

possiveis alteracdes inflamatdrias a microscopia Optica.

4.2.4 Contagem Diferencial de Leucocitos

Utilizou-seum filhote de cada grupo. A coleta de sangue foi realizada por decapitacéo
desses filhotes, logo ap6s o sacrificio em camara CO2. A contagem de diferencial de
leucdcitos foi determinada por meio da contagem global dessas células com extensdo
sanguinea coradas por May-Grunwald modificado por Rosenfeld. A contagem diferencial

informou as quantidades relativas dos diferentes tipos de leucécitos no sangue periférico.

4.2.5 Avaliacdo do Burst Oxidativo e da Fagocitose de Neutrofilos por Citometria de
Fluxo na prole

As células utilizadas para o estudo no citdometro de fluxo foram coletadas
imediatamente apos a eutanasia dos animais em cadmara de CO,. O sangue foi coletado

através da veia porta hepatica das ratas, com auxilio de seringas e agulhas previamente
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umedecidas em solugdo aquosa de etilenodiamino-tetracética-dissodica (EDTA) a 10%, sendo
colocadas imediatamente em banho de gelo. Foram usadas amostras sangiineas de 100 pl
para a analise da atividade fagocitica.

O preparo das amostras foi realizado de acordo com (HASUI; HIRABAYASHI,;
KOBAYASHI, 1989), da seguinte maneira:

Uma bateria de 5 tubos foram, montada e numerada de “A” até “E” para cada animal.
Cada tubo (de acordo com a letra) receberam uma substancia diferente, obedecendo-se
sempre a uma mesma ordem.

Desta forma, todos os tubos de “A” a “E” receberam aliquotas, que correspondem a
2x10° cel/100pl de sangue. Os tubos com as letras “B”, “D” e “E” receberam 200pl da
solucdo de DCFH-DA 3 mM cada. Todos os tubos de letra “C” e “D” receberam 100ul da
solucdo de SAPI (100ng). Os tubos de letra “E”, por sua vez, receberam 100ul de PMA
(100ngQ).

Como as amostras deveram ter o volume final de 1100 pul, todos os tubos seram
completados com PBS 1x. Sendo assim, todos os tubos “A” receberam 1000 pl de PBS, 0s
tubos “B” 800 pl, os “C” 900 pl e finalmente os tubos “D” e “E” receberao 700 pl.

Em seguida, os tubos foram incubados em banho-maria sob agitacdo a 37°C por 30
minutos. Depois da incubacéo, foram adicionados 2 ml de EDTA 3 mM em todos os tubos
para interromper a reacdo, sendo os mesmos centrifugados posteriormente a 1200 rpm por 10
minutos.

Assim, foi desprezado o sobrenadante apds a centrifugacdo; as células foram, entdo,
ressuspensas por agitacdo manual, realizando-se a seguir a lise hipoténica das amostras com
solugdes de NaCl a 0,2% e 1,6%. Primeiramente, foi colocado em cada tubo 2 ml de NaCl
0,2% durante 20 segundos. Imediatamente apds este periodo, foi colocado mais 2 ml de NaCl
1,6% para tornar a solucdo isotbnica novamente. Apos centrifugacdo foram realizadas novas
lises hipotbnica (uma segunda vez) com NaCl 0,2% e apds, com NaCl 1,6%, seguindo-se
todo o procedimento descrito acima. Apés esta segunda lise, os tubos foram centrifugados
pela dltima vez sendo o0s sobrenadantes desprezados; as células resultantes foram
ressuspensas em 1 ml de EDTA gelado.

Apbs todo este procedimento, foi realizada a leitura das amostras no citdbmetro de
fluxo; os tubos “A”, “C” e “D” serdo utilizados para a avaliacdo da Fagocitose, enquanto que

os tubos “B” e “E” foram utilizados na avaliagdo do Burst Oxidativo.
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Cada amostra passara pelo citbmetro apenas 1 vez, e de cada uma, foram
adquiridos 10.000 eventos (células). A fluorescéncia foi obtida padronizando-se o nimero de
eventos para cada tubo A, B, C, D e E. Os valores referentes ao Burst oxidativo das amostras
foram avaliados por meio da média geomeétrica da intensidade de fluorescéncia emitida pela
populacédo de neutrofilos. Este valor de média geométrica foi fornecido pelo aparelho sendo
utilizado para indicar a intensidade de fluorescéncia das células.

Com relagdo a atividade fagocitica, foi verificado a porcentagem de fagocitose, ou
seja, 0 numero de neutréfilos que fagocitaram o LPS marcado com Pl e, conseqlientemente
que emitam fluorescéncia verde, divididos pelo nimero total destas células multiplicadas por
100.

Foi avaliada, também, a intensidade de fagocitose (quantidade de bactérias
fagocitadas) por meio da média geométrica da intensidade de fluorescéncia vermelha emitida

pelos neutrdfilos.
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5 ANALISE ESTATISTICAS

Empregou-se o teste t de Student para comparacdo de dados de 2 grupos. A ANOVA
de 2 vias foi utilizada para analise de dados de varias observacdes, levando-se em conta 0s
dias e tratamentos. Quando a ANOVA detectou diferengas, o teste de Bonferroni foi usado
para analises post hoc. As porcentagens obtidas da analise destes comportamentos foram

analisadas pelo teste do qui quadrado. O limite de significancia foi estabelecido como 5%.
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6 DELINEAMENTOS EXPERIMENTAIS E RESULTADOS

6.1 EXPERIMENTOS -1

Avaliacdo da temperatura e peso corporal bem como do consumo de &gua e ragdo de

ratas virgens tratadas com 100ug/Kg de LPS por via i.p.

6.1.1 Delineamento experimental

Foram empregadas 20 (vinte) ratas virgens divididas em dois grupos: um controle e
outro experimental, com 10 (dez) animais cada. Os animais do grupo experimental receberam
100ug/Kg, i.p. e aquelas do grupo controle, o veiculo do LPS pela mesma via.

Foram avaliados a temperatura, peso corporal, 0 consumo de agua e ragdo, por duas

horas e por cento e vinte horas ap6s a administracdo da endotoxina.

6.1.2 Resultados

A figura 1 ilustra a temperatura corporal de ratas virgens tratadas com 100ug/Kg de
LPS ou solucéo salina a 0,9% administradas por via i.p. e observadas por 120 horas. A Anova
de 2 vias indicou a existéncia de diferenga com relagdo ao tratamento [F'5 = 3,22, P = 0,075]
e nao entre os dias de observagao [F's = 3,62, P = 0,002], havendo interagdo entre os fatores
[F¥s=7,43, P =< 0,0001]. O teste de Bonferroni mostrou que as duas horas, a temperatura das
ratas do grupo experimental foi significantemente menor que daqueles do grupo controle. Por
outro lado, nestas ratas ocorre aumento significante da temperatura a 48 e 72 horas
comparadas aquelas do grupo controle.

A figura 2 ilustra o consumo de racgdo de ratas virgens tratadas com 100ug/Kg de LPS

ou solugdo salina a 0,9% administradas por via i.p. e observadas por 120 horas. A Anova de 2
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vias indicou a existéncia de diferengas com relagdo ao tratamento [F'5 = 13,39, P = 0,0004] e
dias de observacao [F'5 = 41,05, P <0,0001] havendo interag¢ao entre os fatores [F%s = 3,25, P
= 0,0053]. O teste de Bonferroni mostrou que as vinte e quatro horas, o consumo de racéo das
ratas do grupo experimental foi significantemente menor que daqueles do grupo controle.

A figura 3 ilustra o consumo de &gua de ratas virgens tratadas com 100ug/Kg de
LPS ou solugdo salina a 0,9% administradas por via i.p e observadas por 120 horas. A Anova
de 2 vias indicou a existéncia de diferenca com relac¢do ao tratamento [F%s = 2,37, P = 0,126]
e ndo entre os dias de observagdo [F'5 = 88,13, P < 0,0001] havendo interagdo entre os
fatores [F'5 = 9,14, P < 0,001]. O teste de Bonferroni mostrou que as quarenta oito horas, 0
consumo de agua das ratas do grupo experimental foi significantemente maior que daqueles
do grupo controle.

A figura 4 ilustra o peso de ratas virgens tratadas com 100ug/Kg de LPS ou solugéo
salina a 0,9% administradas por via i.p e observadas por 120 horas. A Anova de 2 vias
indicou diferenca com relagdo ao tratamento [F'5 = 0,20, P = 0,66] ¢ nao indicou diferenca
nos dias de observacao [F'5 = 1,81, P = 0,10] havendo interag¢do entre os fatores [F% = 0,10,
P =0,99]. O teste de Bonferroni mostrou que as quarenta e oito horas, o peso das ratas do

grupo experimental foi significantemente menor que daqueles do grupo controle.
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Figura 1 - Temperatura corporal de ratas virgens que receberam 100ug/Kg de LPS ou solucdo salina a 0,9%
administradas por via i.p. observadas duas horas ap6s o tratamento e por mais 5 dias. * P< 0.05 em
relacdo aos animais do grupo controle. ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni
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Figura 2 - Consumo de racdo de ratas virgens que receberam 100ug/Kg de LPS ou solucéo salina a 0,9%
administradas por via i.p observadas duas horas ap6s o tratamento e por mais 5 dias. * P< 0.05 em
relacdo aos animais do grupo controle. ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni
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Figura 3 - Consumo de &gua de ratas virgens que receberam 100ug/Kg de LPS ou solucdo salina a 0,9%
administradas por via i.p e observadas duas horas ap6s o tratamento e por mais 5 dias. * P< 0.05 em
relacdo aos animais do grupo controle. ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni
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Figura 4 - Delta do peso de ratas virgens que receberam 100ug/Kg de LPS ou solucdo salina a 0,9%
administradas por via i.p e observadas duas horas ap6s o tratamento e por mais 5 dias. * P< 0.05
em relacdo aos animais do grupo controle. ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni
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6.2 EXPERIMENTO -2

Avaliacdo da temperatura e peso corporal bem como do consumo de agua e racao de ratas

lactantes tratadas no terceiro dia de lactacdo com 100ug/Kg de LPS por via i.p.

6.2.1 Delineamento experimental

Foram empregadas 20 (vinte) ratas lactantes divididas em dois grupos: um controle e
outro experimental, com 10 (dez) animais cada. Os animais do grupo experimental receberam
no terceiro dia de lactacdo 100ug/Kg, i.p. e aguelas do grupo controle, o veiculo do LPS pela
mesma via.

Foram avaliados a temperatura, peso corporal, o consumo de &gua e racdo, por duas

horas e por cento e vinte horas ap6s a administracdo da endotoxina.

6.2.2 Resultado

A figura 5 ilustra a temperatura corporal de ratas lactantes tratadas no terceiro dia de
lactacdo com 100pg/Kg de LPS ou solugdo salina a 0,9% administradas por via i.p. e
observadas por 120 horas. A Anova de 2 vias indicou a existéncia de diferenca com relacdo
ao tratamento [F'5 = 241,95 P =< 0,0001], entre os dias de observagdo [F's = 100,65, <
0,0001], havendo interagdo entre os fatores [F% = 49,66, P =< 0,0001]. O teste de Bonferroni
mostrou que a temperatura das ratas do grupo experimental teve um aumento significante de
temperatura as 24 e 48 horas comparadas aquelas do grupo controle.

A figura 6 ilustra o consumo de racdo de ratas lactantes tratadas no terceiro dia de
lactacdo com 100ug/Kg de LPS ou solucdo salina a 0,9% administradas por via i.p. e
observadas por 120 horas. A Anova de 2 vias indicou a existéncia de diferencas com relacéo
ao tratamento [F% = 50,10, P =< 0,0001] e dias de observagdo [F'5 = 464,23, P < 0,0001]

havendo interagdo entre os fatores [F'5 = 9,59, P =< 0,0001]. O teste de Bonferroni mostrou



44

que as 48 horas, 0o consumo de racdo das ratas do grupo experimental foi significantemente
menor que daqueles do grupo controle.

A figura 7 ilustra o consumo de &gua de ratas lactantes tratadas no terceiro dia de
lactacdo com 100ug/Kg de LPS ou solucdo salina a 0,9% administradas por via i.p e
observadas por 120 horas. A Anova de 2 vias indicou a existéncia de diferenca com relagédo
ao tratamento [F%5 = 0,77, P = 0,3814], entre os dias de observagdo [F'5 = 227,14 P < 0,0001]
havendo interagdo entre os fatores [F'5 = 227,14, P < 0,001]. O teste de Bonferroni mostrou
que as 48 horas, o consumo de agua das ratas do grupo experimental foi significantemente
maior que daqueles do grupo controle.

A figura 8 ilustra o peso de ratas lactantes tratadas no terceiro dia de lactacdo com
100ug/Kg de LPS ou solugéo salina a 0,9% administradas por via i.p e observadas por 120
horas. A Anova de 2 vias ndo indicou diferenca com relagéo ao tratamento [F% = 0,56, P =
0,4549], indicou diferenca nos dias de observagdo [F% = 93,35 P =< 0,0001] ndo havendo
interacdo entre os fatores [F% = 1,78, P =0,1087]. O teste de Bonferroni mostrou que as
quarenta e oito horas, o peso das ratas do grupo experimental foi significantemente menor que

daqueles do grupo controle.
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Figura 5 - Temperatura de ratas lactantes que receberam 100 pg/kg de LPS ou solucdo salina a 0,9%

Temperatura °C

administrada por via i.p no 3.° dia de lactacdo, observadas duas horas ap6s o tratamento e por mais

5 dias. *P< 0.05 em relacdo aos animais do grupo controle. ANOVA de duas via seguida pelo teste
de Bonferroni
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Figura 6 - Consumo de racdo de ratas lactantes que receberam 100 ug/kg de LPS ou solucdo salina a 0,9%

Gramas

administrada por via i.p no 3.° dia de lactacdo, observadas duas horas apés o tratamento e por mais 5

dias. *P< 0.05 em relacéo aos animais do grupo controle. ANOVA de duas via seguida pelo teste de
Bonferroni
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Figura 7 - Consumo de racdo de ratas lactantes que receberam 100 pg/kg de LPS ou solucdo salina a 0,9%
administrada por via i.p no 3.° dia de lactacdo, observadas duas horas ap6s o tratamento e por mais 5
dias. *P< 0.05 em relacdo aos animais do grupo controle. ANOVA de duas via seguida pelo teste de
Bonferroni
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via i.p no 3.° dia de lactacdo, observadas duas horas apds o tratamento e por mais 5 dias. *P< 0.05 em
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6.3 EXPERIMENTO -3

Atividade geral em campo aberto de ratas lactantes que receberam 100ug/Kg de LPS
ou solucdo salina a 0,9% administradas por via i.p no terceiro dia da lactacdo e observadas no

quinto e nono dia ap0ds o tratamento.

6.3.1 Delineamento experimental

Foram empregadas 20 (vinte) fémeas lactantes divididas em 2 (dois) grupos: um
controle e outro experimental, com 10 (dez) animais cada. As fémeas do grupo experimental
receberam no terceiro dia de lactacdo 100ug/Kg de LPS, i.p. e aquelas do grupo controle, o
veiculo do LPS pela mesma via. Essas fémeas foram avaliadas no quinto e no nono dia de
lactacdo apos o tratamento para medida de sua atividade geral em campo aberto (entre 13 e 17

horas).

6.3.2 Resultados

A figura 5 ilustra a frequéncia de locomogdo de ratas lactantes tratadas no terceiro dia
de lactacdo com 100ug/Kg de LPS ou solucdo salina a 0,9% administradas por via i.p. A
Anova de 2 vias ndo indicou diferenga com relagdo ao tratamento [F% = 0,36, P = 0,555] ¢
dias de observacgao [F's = 2,32, P = 0,139] ndo havendo interagdo entre os fatores [F's = 2,47,
P =0,0,125]. O teste de Bonferroni ndo mostrou diferencas significativas entre 0s grupos.

A figura 6 ilustra a frequéncia de levantar de ratas lactantes tratadas no terceiro dia de
lactacdo com 100ug/Kg de LPS ou solugéo salina a 0,9% administradas por via i.p. A Anova
de 2 vias ndo indicou diferen¢a com relagdo ao tratamento [F's = 2,94, P = 0,095] e dias de
observacao [F% =2,29, P =0,139]n3o havendo interagao entre os fatores [F's =

3,17, P =0,08]. O teste de Bonferroni ndo mostrou diferencas significativas entre 0s grupos.
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A figura 7 ilustra o tempo de imobilidade de ratas lactantes tratadas no terceiro dia de
lactacdo com 100ug/Kg de LPS ou solugéo salina a 0,9% administradas por via i.p. A Anova
de 2 vias ndo indicou diferenca com relagao ao tratamento [F% = 0,86 P = 0,361 e dias de
observagdo [F' = 4,50, P = 0,040] ndo havendo interagdo entre os fatores [F's = 0,36, P =
0,553]. O teste de Bonferroni ndo mostrou diferencas significativas entre 0s grupos.

A figura 8 ilustra o numero de bolos fecais de ratas lactantes tratadas no terceiro dia de
lactacdo com 100ug/Kg de LPS ou solugéo salina a 0,9% administradas por via i.p. A Anova
de 2 vias ndo indicou diferengca com relagcdo ao tratamento [F'5 = 0,33, P = 0,572] e dias de
observagao [F%s = 2,04, P = 0,162]n3o havendo interagdo entre os fatores [F'5 = 0,33, P =

0,572]. O teste de Bonferroni ndo mostrou diferencas significativas entre 0s grupos.
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Figura 9 - Frequéncia de locomocdo frequéncia de locomogdo de ratas lactantes tratadas no terceiro dia de
lactacdo com 100ug/Kg de LPS ou solucdo a 0,9% administradas por via i.p e observadas no quinto
e nono dia de lactacdo apds o tratamento. P< 0,05 em relagcdo aos animais do grupo controle.
ANOVA de duas vias, seguida pelo teste de Bonferroni
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Figura 10 - Frequéncia de levantar de lactantes tratadas no terceiro dia de lactacdo com 100ug/Kg de LPS ou
solucdo a 0,9% administradas por via i.p e observadas no quinto e nono dia de lactacdo ap6s o
tratamento. P< 0,05 em relacdo aos animais do grupo controle. ANOVA de duas vias, seguida pelo
teste de Bonferroni
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Figura 11 - Duracdo de imobilidade de ratas lactantes tratadas com 100ug/Kg de LPS ou solucdo a 0,9%
administradas por via i.p e observadas no quinto e nono dia de lactagdo ap6s o tratamento. P< 0,05
em relacdo aos animais do grupo controle. ANOVA de duas vias, seguida pelo teste de Bonferroni
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Figura 12 - Frequéncias de bolos fecais de ratas lactantes tratadas com 100ug/Kg de LPS ou solucdo a 0,9%
administradas por via i.p e observadas no quinto e nono dia de lactagdo apés o tratamento. P< 0,05
em relacdo aos animais do grupo controle. ANOVA de duas vias, seguida pelo teste de Bonferroni
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6.4 EXPERIMENTO -4

Comportamento maternal de ratas lactantes tratadas no terceiro dia de lactagdo com
100ug/Kg de LPS ou solucdo salina a 0,9% administradas por via i.p e observadas no quinto

dia de lactacéo apos o tratamento.

6.4.1 Delineamento experimental

Para o estudo do comportamento maternal, foram utilizadas as mesmas ratas do
experimento 2. No quinto dia de lactacdo ap6s a administracdo da endotoxina iniciou-se as

observagdes do comportamento maternal (entre 13 e 17 horas).

6.4.2 Resultados

A tabela 1 ilustra os parametros do comportamento maternal de ratas lactantes tratadas
no terceiro dia de lactacdo com 100ug/Kg de LPS ou solucdo salina a 0,9% administradas por
via i.p e observadas no quinto dia de lactacdo apds o tratamento. O teste t de Student ndo
indicou a existéncia de diferencas nas laténcias para a busca do primeiro filhote, busca dos
oito filhotes, carregar os oito filhotes, tempo entre carregar o primeiro e o ultimo filhote,
comportamento maternal total e nimero de filhotes no ninho, porém revelou diferenca na

laténcia para carregar o primeiro filhote.



56

Tabela 1 - Comportamental maternal de ratas lactantes que receberam no terceiro dia de lactacdo 100ug/Kg de
LPS ou solucdo salina a 0,9% por via i.p. e foram observadas no quinto dia de lactacdo apds o
tratamento. Os dados sdo apresentados como médias e respectivos desvios-padrdo em segundos.

Grupos
Pardmetro Controle Experimental
P
Laténcia para a busca do 4,30 £0,65 2,80£0,51 0,08
primeiro filhote
Laténcia para a busca dos oito 12,60 £ 2,22 11,50 £ 0,58 0,24
filhotes
Laténcia para carregar 2102,26 £ 511,70 335,97 £ 105,72* 0,001
primeiro filhote
Laténcia para carregar os oito 1999,14 + 546,46 859,98 + 345,14 0,08
filhotes
Tempo entre carregar O 6,6 +1,15 4,90 + 4,88 0,78
primeiro e o ultimo filhote.
Fémeas que apresentaram 80 100 0.47
comportamento maternal
total(%0).
Numero de filhotes no ninho 80 100 0,21

ao final de 60 minutos (%).

P < 0,05 em relacdo ao grupo controle. Teste t de Student
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6.5 EXPERIMENTO -5

Comportamento maternal agressivo de ratas lactantes tratadas no terceiro dia de
lactacdo com 100ug/Kg de LPS ou solucdo salina a 0,9% administradas por via i.p e
observadas no quinto dia de lactacdo ap6s o tratamento.

6.5.1 Delineamento experimental

Para o estudo do comportamento maternal agressivo, foram utilizadas as mesmas ratas
do experimento 2. No quinto dia de lactacdo apds a administracdo da endotoxina iniciou-se as

observagdes do comportamento maternal agressivo (entre 13 e 17 horas).

6.5.2 Resultados

A figura 9 ilustra a laténcia para o primeiro ataque, tempo total de ataques e nimero
de ataques de ratas lactantes tratadas no terceiro dia de lactacdo com 100ug/Kg de LPS ou
solucdo salina a 0,9% administradas por via i.p e observadas no quinto dia de lactagdo ap6s o
tratamento. O teste t de Student ndo indicou a existéncia de diferenga entre 0s grupos.
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Figura 13 - Parametros do comportamento maternal agressivo de ratas lactantes tratadas com 100ug/Kg de LPS
ou solugdo a 0,9% administradas por via i.p e observadas no quinto dia de lactacdo apds o
tratamento. * p< 0,05 em relagdo aos animais do grupo controle. Teste t de Student.
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6.6 EXPERIMENTO -6

Analise histopatoldgica dos 6rgdos da prole das ratas lactantes tratadas com 100 pg/kg
de LPS i.p 3" dia da lactagéo.

6.6.1 Delineamento experimental

Foram empregados no PND5, 20 (vinte) filhotes da prole de ratas que receberam no
terceiro dia de lactacdo 100ug/Kg de LPS, i.p ou solucdo salina a 0,9%. Esses filhotes foram
divididos em 2 (dois) grupos: um experimental (filhotes de ratas que receberam solucéo salina
a 0,9%) e outro experimental (filnotes de fémeas que receberam 100ug/Kg de LPS) com 10
(dez) animais cada.

6.6.2 Resultados

Na analise histopatoldgica ndo foram encontradas alteracées.
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6.7 EXPERIMENTO -7

Contagem diferencial de leuctcitos no PND5 da prole de filhotes de maes tratadas

com 100 pg/kg de LPS i.p ou solucdo salina a 0,9%no PND3.

6.7.1 Delineamento experimental

Foram empregados no PND5, 20 (vinte) filhotes da prole de ratas que receberam no
terceiro dia de lactacdo 100ug/Kg de LPS, i.p ou solugéo salina a 0,9%. Esses filhotes foram
divididos em 2 (dois) grupos: um experimental (filhotes de ratas que receberam solucéo salina
a 0,9%) e outro experimental (filnotes de fémeas que receberam 100ug/Kg de LPS) com 10
(dez) animais cada.

6.7.2 Resultados

A tabela 2 ilustra o Contagem diferencial de leucocitos no PND5 da prole de filhotes
de mées tratadas com 100 pg/kg de LPS i.p ou solugéo salina a 0,9%no PND3. O teste t de
Student n&o indicou a existéncia de diferenga entre 0S grupos.
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Tabela 2 - Contagem diferencial de leucécitos no quinto dia pos-natal da prole de filhotes de mées tratadas com
100 pg/kg de LPS i.p ou solucdo salina a 0,9%no PND3. Os dados séo apresentados como médias e
respectivos desvios-padrdo em %.

Grupos
Parametro Controle Experimental
P
Linfdcitos 83,95 + 0,40 83,95+ 0,40 >0,99
Mondcitos 4,57 + 0,20 4,57 + 0,20 >0,99
Neutréfilos 10,57 £ 0,29 10,57 + 0,36 >0,99
Eosinofilos 0,94 + 0,05 0,94 + 0,05 > 0,99

Teste t de Student
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6.8 EXPERIMENTO -8

Vocalizacdo Ultrassénica no PND5 da prole de filhotes de ratas tratadas com 100

ug/kg de LPS i.p ou solucdo salina a 0,9% no PND3.

6.8.1 Delineamento experimental

Foram empregados no PND5, 20 (vinte) filhotes da prole de ratas que receberam no
terceiro dia de lactacdo 100ug/Kg de LPS, i.p ou solugéo salina a 0,9%. Esses filhotes foram
divididos em 2 (dois) grupos: um experimental (filhotes de ratas que receberam solucéo salina
a 0,9%) e outro experimental (filnotes de fémeas que receberam 100ug/Kg de LPS) com 10

(dez) animais cada e avaliou-se a vocalizagéo ultra-sonica .

6.8.2 Resultados

A figura 14 ilustra o nimero e o total de duracdo de vocalizacBes ultrassénica no
PNDS5 da prole de filhotes de ratas tratadas com 100 ug/kg de LPS i.p ou solucdo salina a
0,9% no PND3. O teste t de Student indicou a existéncia de diferenca significantes entre 0s
grupos, ou seja, reducdo no numero de vocalizagbes e aumento na sua duracao nos ratos cujas

mées receberam o LPS quando comparados aos animais do grupo controle.
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Figura 14 - Vocalizacdo Ultrassonica (40 HZ) no PND5 da prole de filhotes de mées tratadas com 100 pg/kg
de LPS i.p ou solucdo salina a 0,9% no PND3. * p< 0,05 em relacdo aos animais do grupo
controle. Teste t de Student
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6.9 EXPERIMENTO -9

Atividade geral no PND21 da prole das ratas lactantes tratadas com 100 pg/kg de LPS
i.p ou solucdo salina a 0,9% no PND3 e desafiadas com 50 pg/kg de LPS duas horas antes das

observacoes.

6.9.1 Delineamento experimental

Foram empregados no PND21, 20 (vinte) filhotes da prole de ratas que receberam no
terceiro dia de lactacdo 100ug/Kg de LPS, i.p ou solucéo salina a 0,9%, esses filhotes foram
divididos em 2 (dois) grupos: um experimental (filhotes de ratas que receberam solucéo salina
a 0,9%) e outro experimental (filhotes de fémeas que receberam 100ug/Kg de LPS) com 10
(dez) animais cada, esses filhotes receberam 50ug/Kg de LPS i.p. e foram avaliados duas

horas ap0s o tratamento.

6.9.2 Resultados

A figura 15 ilustra a frequéncia de locomocdo da prole de ratas tratadas com 100
pg/kg de LPS i.p ou solucdo salina a 0,9% no PND3 e desafiadas com 50 ug/kg de LPS duas
horas antes das observacdes.

A Anova de 2 vias ndo indicou diferenca com relagdo ao tratamento [F% = 1,74, P =
0,1991] e dias de observagédo [F'5 = 0,46, P = 0,5028] ndo havendo interacdo entre os fatores
[F¥4=0,23 P = 0,6356]. O teste de Bonferroni ndo mostrou diferencas significativas entre 0s
grupos.

A figura 16 ilustra a frequéncia de levantar da prole das ratas lactantes tratadas com
100 pg/kg de LPS i.p ou solucéo salina a 0,9% no PND3 e desafiadas com 50 ug/kg de LPS
duas hoas antes das observacdes. A Anova de 2 vias ndo indicou diferenca com relacdo ao
tratamento [F'5 = 0,04, P = 0,8480] e dias de observagao [F's = 0,00, P = 0,9703] ndo
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havendo interagdo entre os fatores [F% 0,01, P = 0,9110]. O teste de Bonferroni ndo mostrou
diferencas significativas entre 0s grupos.

A figura 17 ilustra o tempo de imobilidade da prole das ratas lactantes tratadas com
100 pg/kg de LPS i.p ou solucéo salina a 0,9% no PND3 e desafiadas com 50 ug/kg de LPS
duas horas antes das observacdes. A Anova de 2 vias ndo indicou diferenca com relacéo ao
tratamento [F% = 0,83, P = 0,3718] e dias de observagdo [F% = 0,00, P = 0,9596] nédo
havendo interacdo entre os fatores [F%s = 0,02, P = 0,8953]. O teste de Bonferroni ndo
mostrou diferencas significativas entre 0s grupos.

A figura 18 ilustra o numero de bolos fecais da prole das ratas lactantes tratadas com
100 pg/kg de LPS i.p ou solucéo salina a 0,9% no PND3 e desafiadas com 50 ug/kg de LPS
duas horas antes das observacdes. A Anova de 2 vias ndo indicou diferenca com relacéo ao
tratamento [F% = 0,34, P = 0,1642] e dias de observacdo [F% = 2,94, P = 0,0993]ndo havendo
interagdo entre os fatores [F% = 0,34, P = 0,5642]. O teste de Bonferroni ndo mostrou

diferengas significativas entre os grupos.
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Figura 15 - Frequéncia de locomocdo da prole de ratas tratadas com 100 pg/kg de LPS ou solucdo salina a
0,9% no PND3 e desafiadas com 50 pg/kg de LPS i.p no PND21. P< 0,05 em relacdo aos animais
do grupo controle. ANOVA de duas vias, seguida pelo teste de Bonferroni
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Figura 16 - Frequéncia de levantar da prole de ratas tratadas com 100 pg/kg de LPS ou solucéo salina a 0,9%
no PND3 e desafiadas com 50 ug/kg de LPS i.p no PND21. P< 0,05 em relacdo aos animais do
grupo controle. ANOVA de duas vias, seguida pelo teste de Bonferroni
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Figura 17 - Tempo de imobilidade da prole de ratas tratadas com 100 pg/kg de LPS ou solucéo salina a 0,9% no
PND3 e desafiadas com 50 pg/kg de LPS i.p no PND21. P< 0,05 em relacdo aos animais do grupo
controle. ANOVA de duas vias, seguida pelo teste de Bonferroni
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Figura 18 - Numero de bolos fecais da prole de ratas tratadas com 100 pg/kg de LPS ou solucéo salina a 0,9%
no PND3 e desafiadas com 50 pg/kg de LPS i.p no PND21. *P< 0,05 em relacdo aos animais do
grupo controle. ANOVA de duas vias, seguida pelo teste de Bonferroni
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6.10 EXPERIMENTO - 10

Burst e fagocitose de neutréfilos no PND21 da prole das ratas lactantes tratadas com
100 pg/kg de LPS i.p ou solucéo salina a 0,9% no PND3 e desafiadas com 50 ug/kg de LPS

duas horas antes das observacoes.

6.10.1 Delineamento experimental

Foram empregados no PND21, 14 (quatorze) filhotes da prole de ratas que receberam
no terceiro dia de lactacdo 100ug/Kg de LPS, i.p ou solucdo salina a 0,9%, esses filhotes
foram divididos em 2 (dois) grupos: um experimental (filhotes de ratas que receberam
solucgéo salina a 0,9%) e outro experimental (filhotes de fémeas que receberam 100ug/Kg de
LPS) com 7 (sete) animais cada, esses filhotes receberam 50ug/Kg de LPS i.p. e foram

avaliados duas horas ap0s o tratamento

6.10.2 Resultados

A Tabela 3 ilustra o burst estimulado e obtido in vitro na presenca de Stafilococcus
Aureus, e PMA, e a porcentagem, e a intensidade de presenca de neutr6filos realizando a
fagocitose de S. aureus, no PND5 da prole de filhotes de ratas tratadas com 100 pg/kg de LPS
I.p ou solucdo salina a 0,9% no PND3. O teste t de Student indicou que os filhotes de ratos
expostos ao LPS apresentaram aumento significante na resposta dos parametros imunes ao

LPS com relacdo ao grupo néo tratado com a endotoxina.
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Tabela 3 - Burst e fagocitose de neutréfilos no quinto dia pds-natal da prole de filhotes de maes tratadas com
100 pg/kg de LPS i.p ou solucdo salina a 0,9%no PND3. Os dados s&o apresentados como médias e

respectivos desvios-padrdo em %.

Grupos
Parametro Controle Experimental
P

% de Fagocitose 25,08 £2,95 35,77 £ 4,56 0,036
DCFH 9,07+£1,16 8,87+0,81 0,447
DCFH+Bactéria 211,08 + 25,79 400,80 + 37,53* 0,001
Intensidade de Fagocitose 56,59 + 11,75 58,04 £ 10,63 0,464
PMA 1,15+0,04 1,41 +0,07* 0,005

*P< 0,05 em relacdo ao grupo controle. Teste t de Student
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7 DISCUSSAO

O objetivo do presente trabalho foi investigar as adaptacbes comportamentais e
neuroimunologicas no CM de ratas e de sua prole decorrentes de uma inflamacao
experimental produzida pelo LPS.

Para tanto foi necessario caracterizar em ratas os efeitos da administracdo da
endotoxina na temperatura, peso corporal, consumo de agua e racdo. Assim, inicialmente
foram construidas curvas tempo efeito para a temperatura corporal, consumo de racdo e agua
bem como do peso corporal de ratas virgens e ratas lactantes. A dose de LPS escolhida foi de
100ug/Kg baseada no trabalho de Kirsten et al. (2009), que mostrou ser essa dose capaz de
produzir comportamento doentio em ratas prenhes..

Os resultados dos experimentos 1 e 2 mostraram que a administracdo de 100ug/Kg de
LPS em ratas virgens e em ratas lactantes, produziu:

- Nas ratas virgens queda de temperatura significante duas horas apds a administracao
da endotoxina e o incremento dessa temperatura as 48 e 72 horas em relacdo aquelas do
grupo controle.

- Nas ratas lactantes esse tratamento produziu um incremento significante da
temperatura as 24 e 48 horas em relacdo aquelas do grupo controle.

- O consumo de racdo nas ratas virgens e lactantes do grupo experimental foi reduzido
as 24 horas, engquanto que o de agua sofreu incremento significante as 48 horas em relacéo ao
grupo néo tratado com a endotoxina. Em relagdo aos animais do grupo controle, nota-se que
0 peso corporal das ratas do grupo experimental apresentou-se menor 48 horas apés o
tratamento. Nos demais momentos de observacao até as 120hs ndo se notou diferencas entre
os resultados dos animais dos grupos experimental e controle.

Neste sentido, estes resultados poderiam ser atribuidos ao desenvolvimento de
comportamento doentio promovido pela exposicéo ao LPS.

Segundo Hart (1988) diversas espécies animais acometidos por processos patoldgicos
apresentam sinais comuns em resposta & doengca tais como febre, letargia ou prostracao, perda
de apetite e diminuicdo do consumo de agua, diminuicdo de locomogdo, esta Ultima
relacionada principalmente a exploragdo ambiental. Hart denominou ao conjunto destas
reacOes de comportamento doentio, o qual seria um conjunto organizado de modificacfes

fisioldgicas e comportamentais adaptativas com vantagens (aparentemente paradoxais), para
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os animais acometidos de doencas, possibilitando reducdo do gasto energético fisiologico,
como digestdo de comida devido a anorexia, menor perda de calor e menor exposicao a
possiveis predadores devido a prostragdo. Além disso, como um todo, a sindrome
comportamental induzida pelo LPS promove a geracdo de um ambiente menos favoravel a
proliferacdo de patogenos, favorecida pela atividade de células imunologicas devido a febre.

Neste trabalho realmente observou-se a presenca de febre nas ratas, reducdo no
consumo de racdo e, em consequéncia no peso corporal. No entanto, houve aumento no
consumo de agua concomitante ao pico de aumento da temperatura corporal, sugerindo que,
embora as ratas apresentassem um conjunto de sinais de comportamento doentio, a febre é
que seria responsavel pelo aumento no consumo de dgua. Neste sentido, pacientes com febre
séo orientados a manter-se adequadamente hidratados, uma vez que a desidratacdo produzida
por uma febre moderada é mais perigosa de que a febre em si. De fato, com o aumento da
temperatura corporal pela febre perde-se muito liquido e se torna necessario aumento no
consumo do mesmo (GUYTON; HAAL, 1997). Outro fato interessante foi que houve queda
no consumo de ragdo as 24 horas que se refletiu em perda de peso as 48 horas.

Notou-se ainda que duas horas apds a administracdo de LPS ocorreu queda da
temperatura corporal nas ratas virgens. Sabe-se que a administracdo de LPS promove choque
endotéxico (ROITT; BROSTOFF; MALE, 2001) no qual o organismo parece perder a
habilidade de controlar a temperatura corporal ocorrendo hipotermia (AGUILAR; BRUNET,
1997). Desta forma, a queda inicial de temperatura presentemente observada poderia ser
explicada por este mecanismo. Ja as ratas lactantes ndo apresentaram essa queda de
temperatura. Martin et al. (1995), verificaram que ratas virgens apresentaram hipotermia em
resposta & administracdo de 10-50ug/Kg de LPS. Em ratas gravidas na proximidade do parto,
ocorria supressao da febre e hipotermia quando expostas a 25 ug/Kg de LPS. Na lactacdo nédo
foi observada hipotermia em razdo da exposicdo ao LPS, fato que concorda com os presentes
achados. O mecanismo subjacente a estes efeitos diferenciais do LPS em ratas virgens,
prenhes e lactantes ainda ndo esta bem estabelecido.

Fémeas lactantes receberam no terceiro dia de lactacdo 100ug/Kg de LPS ou solugéo
salina a 0,9% por via i.p. Posteriormente essas fémeas foram observadas no quinto e no nono
dia de lactacdo em campo aberto, e no quinto dia de lactacdo para a avaliacdo do
comportamento maternal dirigido diretamente aos filhotes e do comportamento maternal
agressivo. O quinto dia foi escolhido, pois nos experimentos 1 e 2 verificou-se um pico no

aumento de temperatura em ratas virgens e lactantes 48 horas ap0ds o tratamento com LPS.
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Além disto, o comportamento maternal foi observado também no nono dia por corresponder,
Nno mesmo experimento, ao retorno da temperatura a valores normais.

O resultado do experimento 3 mostrou que a administracdo de 100ug/Kg de LPS por
via i.p. em ratas lactantes, ndo promoveu alteracGes na atividade geral dos animais do grupo
experimental em relacdo aqueles do grupo controle, sugerindo auséncia de alteragdes
motoras, exploratorias e/ou emocionais. Estes resultados sugerem que a administragdo de
LPS ndo promoveu comportamento doentio no que se refere & reducdo da atividade
exploratdria motora dos animais. Contrariamente, Kirsten et al. (2009) mostram que ratas
prenhes tratadas com a mesma dose de LPS no 9,5 dia da gestacdo apresentaram reducdo na
atividade geral observada em campo aberto. E, pois possivel sugerir que os estados
gestacional e lactacional modulem a atividade geral de forma diferencial.

O campo aberto, introduzido por Hall (1934), foi inicialmente usado para avaliar
emocionalidade. Hall define em seu trabalho, o termo emocionalidade como um estado
emocional formado por um grupo de reacdes organicas e expressivas, que denotam uma
condicdo de excitacdo no animal. Walsh e Cummings (1976) reformularam o conceito
passando a defini-lo como “uma entidade com componentes afetivos ndo especificos do
comportamento”. Em seus experimentos, Hall mostrou que quando ratos eram expostos a um
ambiente estranho, a defecacdo e o ato de urinar seriam indices de um estado emocional. Um
roedor, submetido a um estimulo estressor, representado por uma arena aberta, tenderia a
“congelar” defecar e urinar. Em 1936, esse autor mostrou existir correlacdo inversa entre
aumento da emocionalidade, expresso pelo aumento da defecacdo, com reducdo na atividade
locomotora, medida pela velocidade na atividade locomotora (medida pela distancia
atravessada por unidade de tempo). Assim, os ratos que mais se locomoviam, defecavam
menos. Portanto, o teste de campo aberto passou a ser considerado como um bom modelo
animal de ansiedade por sua sensibilidade bidirecional a tratamentos farmacologicos,
podendo avaliar o comportamento semelhante a ansiedade em varias espécies, incluindo
animais transgénicos e camundongos Knockout (CAROLA et al., 2002). As condigdes
iniciais de observagéo incluiam luz forte e um som de 80 decibéis, portanto altos niveis de
estimulagdo. Bernardi e Palermo Neto (1979) reduziram este grau de estimulo em seus
experimentos e, também atribuiram a este teste condi¢cGes experimentais que permitiram
medir a atividade motora de ratos. Estes autores ainda relacionaram reducéo na atividade

geral em campo aberto com o bloqueio de sistemas dopaminérgicos centrais.
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Silva et al. (2001), sugeriram a existéncia de uma relacdo direta entre o sistema
dopaminérgico central e o inicio do comportamento maternal. Por outro lado, vérios
trabalhos mostram que o LPS é uma endotoxina bacteriana capaz de ativar o sistema imune
liberando citocinas pro-inflamatérias as quais podem afetar o metabolismo do sistema
dopaminérgico (HORNYKIEWICZ, 1998; AVITSUR; WEIDENFIELD; YERMEYA, 1999;
DUNN, 2006). Neste sentido, € fato conhecido que a DA controla funcdes fisioldgicas, como
a atividade locomotora (PIINENBURG; VAN ROSSUM, 1973). A auséncia de diferengas
entre todos os grupos estudados pode ser explicada pelo fato de neste trabalho o tratamento
com o LPS ndo ocasionou alteracbes motoras via sistema dopaminérgico nas ratas lactantes.

O monitoramento do comportamento maternal foi realizado para avaliar a influéncia
do tratamento com o LPS nos parametros do CM. Para tal, foram considerados aspectos pro-
ativos desse comportamento, tais como, laténcias para a busca, carregar o primeiro e Gltimo
filhote, tempo entre carregar o primeiro e o ultimo filhote, comportamento maternal total e
namero de filhotes no ninho.

Os resultados dos experimentos mostraram que a administracdo de 100ug/Kg de LPS
por via i.p. em ratas lactantes, reduziu a laténcia para carregar o primeiro filhote, porém néo
produziu diferencas significantes entre os demais parametros dos animais dos grupos
experimental e controle, dados estes que sugerem um possivel aumento no estado
motivacional e fisioldgico maternos.

Neste sentido, o repertério comportamental dos mamiferos durante a maternidade
difere daquele exibido por fémeas em outros periodos de seus ciclos reprodutivos
(FERREIRA et al., 2002). No final da gravidez e durante os primeiros dias da lactagéo, as
fémeas passam por importantes mudangcas hormonais e comportamentais que induzem e
permitem a nutricdo e cuidado da prole (RUSSEL et al., 2001; GIOVENARDI et al., 2002;
NUMAN; INSEL, 2003). O comportamento maternal inclui acdes que as fémeas executam
para garantir o sucesso no desenvolvimento de seus filhotes (MANN, 2006). Este
comportamento inclui construc¢do do ninho, recolhimento dos filhotes quando estes se afastam
do ninho, estimulacdo a mic¢do através da lambida anogenital, agrupamento dos filhotes no
ninho e posicionamento sobre eles para prové-los de nutricdo e calor (STERN, 1990;
ALBERT; WALSH, 1995; MANN; BRIDGES 2006).

Pode-se observar neste trabalho, que a laténcia para carregar o primeiro filhote do
grupo tratado com LPS foi menor comparada com o grupo tratado com o veiculo da mesma

endotoxina. No entanto nos demais parametros observados ndo foram detectados diferencas
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entre 0s grupos. Sabe-se que a DA esta envolvida tanto com a fase inicial como com a fase de
manutencdo do CM (HANSEN et al., 1991; STERN; TAYLOR, 1991). Possivelmente, este
efeito se relacione com o estado motivacional e fisiolégico maternos. Esta observagdo
corrobora com o fato da DA influenciar motivacdes via sistema mesolimbico, principalmente
em N.Ac (ROBBINS; EVERITT, 1996; WILLNER; KRUGER, 1991).

Por outro lado, roedores neonatos ndo controlam a temperatura corporal a qual é
mantida pela propria mae em seu cuidado maternal. Tanto a busca do filhote como o cuidado
no ninho dos mesmos estdo envolvidos com a termorregulacdo dos filhotes. A busca do
filhote € um comportamento critico na sobrevivéncia da prole. Em ambientes frios, a
prioridade é manter a temperatura da prole e este fato incrementa o comportamento maternal
(ALBERT; WALSH, 1995), incluindo o recolher dos filhotes.

Na febres certas citocinas (pirégenos enddgenos) agem no centro regulador do
hipotdlamo elevando o limiar térmico e, desencadeando respostas ligadas a conservacdo de
energia (VOLTARELLI, 1994). Desta forma, o animal teria sensagdo de que o ambiente
estaria frio. Assim, a menor laténcia para busca do primeiro filhote das ratas tratadas com
LPS poderia ser explicada pela propria febre.

A avaliacdo do comportamento maternal agressivo foi realizada com o objetivo de
verificar se o tratamento com LPS interferiria com a prote¢do das fémeas contra agressoes de
um estranho. Mediu-se a laténcia para o primeiro ataque, tempo total de ataques e nimero de
ataques.

A agressdo maternal consiste em comportamentos especificos executados pela méde em
relacdo a um intruso, com ou sem a intencdo de lesa-lo (HUNTINGFORD, 1989). Ratas
lactantes demonstram altos niveis de agressividade durante as duas primeiras semanas apos o
parto e, apos este periodo, ha um declinio na agressividade embora a lactacdo continue
(MAYER; ROSENBLATT, 1987), e o comportamento maternal também. A agressao
maternal € um comportamento espécie - especifico (NUMAN, 1994) que ocorre num periodo
especifico da vida da rata, ao contrario dos machos que podem manifestar comportamentos
agressivos de maneira continua durante a vida. A agressdo contra um intruso é parte do
complexo sistema de comportamentos que fazem contemplar o CM dos mamiferos
(NUMAN, 1994), o que pode confirmar a alteracdo de pardmetros atribuidos ao
comportamento agressivo (ataque ao intruso). O N.Ac € uma regido repleta de terminais de
vias dopaminérgicas, que segundo alguns autores, modula o comportamento agressivo e
defensivo (LUCION; DE ALMEIDA 1996).
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O resultado o experimento 4 mostrou que a administracdo de 100ug/Kg de LPS por
via i.p. em ratas lactantes, nédo produziu diferencas entre os parametros do comportamento
maternal agressivo dos animais dos grupos experimental e controle. Assim, pode-se sugerir
que o LPS, mesmo liberando citocinas que agem no sistema dopaminérgico (DUNN, 2006),
ndo foi capaz de alterar a atividade destas vias na modulacdo do comportamento agressivo.

O menor tempo para recolher pode também ter sido causado, além do acima
comentado, por alteragdes na interacdo mée-filhote, desde que o estimulo do filhote é critico
para que o comportamento maternal ocorra (HUOT et al., 2004). Os demais experimentos
foram entdo realizados com a prole das fémeas lactantes que receberam no terceiro dia de
lactacdo 100ug/Kg de LPS ou solugéo salina a 0,9% por via i.p.

Assim, investigou-se se a administracdo de LPS as ratas lactantes promoveria

inflamacédo na prole observada no quinto dia da lactacdo e se sua vocalizacdo estaria alterada
no mesmo dia.
Desta forma, analisou-se a histologia dos 6rgaos dos filhotes, o diferencial de leucdcitos e a
vocalizacdo ultrassénica dos mesmos. Adicionalmente, no vigésimo dia pos-natal esses
filhotes receberam um desafio com 50 pg/Kg de LPS ou solugdo salina a 0,9% por via i.p
duas horas antes da observacdo de sua atividade geral em campo aberto, do burst e
fagocitose.

O quinto dia foi escolhido para avaliacdo, pois nos experimentos 1 e 2 verificou-se um
pico no aumento de temperatura em ratas virgens e lactantes 48 horas apds o tratamento com
LPS, e no experimento 4 as maes apresentaram uma menor laténcia para busca do primeiro
filhote. O vigésimo primeiro dia foi escolhido para a observagdo das respostas ao desafio pelo
LPS por corresponder ao dia do desmame desses filhotes, momento este em que o animal
apresenta uma mudanca na contingéncia ambiental.

Os resultados dos experimentos 6, 7 e 8, mostraram que a administracdo de 100ug/Kg
de LPS por via i.p. em ratas lactantes, ndo promoveu sinais de alteracfes inflamatérias na
analise histopatoldgica e tampouco no estudo do diferencial de leucdcitos. No entanto, notou-
se que alterou o padréo de vocalizacdo desses filhotes em relacdo aqueles do grupo controle.
Ja os experimentos 9 e 10, ou seja, nos testes em que os filhotes foram desafiados por
50ug/Kg de LPS |, verificou-se aumento no, burst e fagocitose de neutréfilos, porém néo
foram detectadas alteracGes na atividade geral em campo aberto quando comparadas ao grupo
controle. No periodo de lactacdo os filhotes estdo em maturacdo funcional, sendo que o

cuidado materno é importantissimo, e uma das formas de cuidado oferecido pela mée é o
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aleitamento. O leite materno além da composicdo adequada de nutrientes possui outros
componentes que atuam na defesa do organismo do lactente, como imunoglobulinas, fatores
anti-inflamatorios e imunoestimuladores (LAMOUNIER; VIEIRA; GOUVEA, 2001). Seus
mecanismos incluem atividade especifica contra agentes infecciosos, crescimento celular da
mucosa intestinal aumentando a resisténcia as infeccdes, entre outros (RIBEIRO;
KUZUHARA, 2007). As concentragbes de citocinas tém um papel fundamental na
imunogenicidade do leite materno (AUGUST; MUELLER; WEAVER, 2006). Desta forma,
poderia se pensar que as citocinas liberadas pelo LPS podem ter sido transferidas para os
filhotes pelo leite materno. A partir dai as citocinas podem ter interferido na homeostasia dos
filhotes, causando mudancas no comportamento, de forma similar ao que acontece com um
individuo exposto ao LPS (ASHDOWN et al., 2006). A liberacdo de citocinas pelo LPS no
leite pode ter alterado o padrdo de vocalizacdo destes filhotes. Estudos demonstraram que
alteracdes ou interferéncias na relacdo mée-filhote, podem provocar distarbios, modificacdes
no comportamento da mée em relacdo ao filhote, causando assim mudangas comportamentais,
neuroenddcrinas, imunoldgicas e neurais que podem perdurar ao longo da vida do animal.

Outra questdo que surgiu neste trabalho foi se a ativacdo do sistema imune materno,
por liberar citocinas no leite, promoveria alteracGes na resposta de sua prole a um desafio do
sistema imune no periodo pré-pubere. Assim, verificou-se que estes filhotes manifestaram
aumento de neutrdfilos que sdo células sanguineas leucocitarias, envolvidos na defesa contra
bactérias (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004), porém esta ativacdo nao levou a reducdo na
exploracdo no campo aberto.

Resumidamente, os presentes resultados mostram que a exposi¢cdo no terceiro dia da
lactacdo de 100 pg/kg de LPS promoveu menor laténcia para carregar o primeiro filhote no
quinto dia da lactacdo, ndo interferindo com os demais parametros do CM, agressivo e com a
atividade geral em campo aberto. Na prole dessas fémeas promoveu alteracdo no padrdo de
vocalizacdo no quinto dia pos-natal, ndo produziu sinais de inflamacéo quinto dia da lactacdo
uma vez que ndo foram observadas alteracfes na analise histopatoldgica e o diferencial de
leucdcitos. Na idade pré-pubere, o desafio com 50 pg/kg de LPS provocou alteragdo no burst
e fagocitose de neutréfilos, ou seja, aumentou a resposta ao LPS, porém nao produziu sinais
comportamentais de comportamento doentio.

Uma hipdtese para explicar as alteragdes induzidas pela exposi¢do materna ao LPS no

comportamento e resposta do sistema imune de sua prole seria de que a endotoxina, por
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liberar citocinas numa fase precoce do desenvolvimento da prole, teria modificado a atividade
do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA), ou seja, sua responsividade ao estresse.

De fato, durante o desenvolvimento, o0 SNC €é extremamente plastico para as
intervencdes do ambiente. A experiéncia € essencial durante as primeiras semanas pos-natal
em que as atividades sensoriais se refinam e estabelecem conexdes neuroldgicas estaveis.
Sabe-se que, os filhotes de mée que passaram por algum evento ou estresse durante a gestacao
podem apresentar alteracfes no seu desenvolvimento global, desta forma o comportamento
maternal se apresenta como fundamental para o desenvolvimento inicial de recém-nascidos
(SALE et al., 2007).

Neste sentido, eventos perinatais tém efeitos a curto e longo prazo no
desenvolvimento do sistema nervoso e no comportamento. Além da origem genética das
anomalias, fatores ambientais estdo sendo correlacionados, e eventos estressantes durante
periodos pré- e pos-natal podem causar um desenvolvimento deletério de fungdes cerebrais
(KOEHL et al., 2001). ManipulacOes estressantes neste periodo demonstram ser indutoras de
alteracOes a longo prazo, levando a prejuizos cognitivos e emocionais, quando a prole se torna
adulta (KOFMAN, 2002). A sensibilidade aumentada do eixo HPA, o sistema enddcrino que
controla a secrecdo de hormdnios do estresse como os corticdides, aparecem como sendo 0
maior elemento dessas patogéneses. A disfuncdo do eixo HPA aparece logo apds o
nascimento (com trés dias) e dura por meses. Desde que o comportamento doentio materno
durante a lactacdo é também acompanhado por estresse materno (KOFMAN, 2002), a
exposicdo ao LPS administrado no terceiro dia da lactacdo pode ter afetado o eixo HPA da
prole, sendo responsavel pelas alteracdes aqui observadas (REUL et al., 1994).

Fato interessante foi que logo apds a exposicdo via leite as citocinas da méae, 0s
filhotes ndo apresentaram sinais de inflamacdo uma vez que a andlise de seus 6érgdos e a
contagem diferencial de leucdcitos ndo foram diferentes dos observados no grupo controle.

Uma hipétese para explicar as alteracdes induzidas pela exposi¢do materna ao LPS no
comportamento e no diferencial de leucocitos de sua prole seria de que a endotoxina, por
liberar citocinas numa fase precoce do desenvolvimento da prole, teria modificado a atividade
do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA), ou seja, sua responsividade ao estresse.

Brummelte et al. (2010) evidenciaram altos niveis de corticoesterona no leite do
estdmago, cérebro e ndo no soro em filhotes de ratos cujas maes foram expostas no sétimo dia
da lactacdo. De fato, Yorty e Bonneau (2003) demonstraram que o estresse agudo aumenta 0s

niveis de corticoesterona no soro e leite materno. A corticoesterona do leite materno passaria
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aos lactantes neonatos e resultaria na ativacdo de sua propria corticoesterona. Concluiu-se que
0 hormonio liberado via leite impediu a capacidade da progénie em gerar uma resposta
adaptativa mediada por células imune e ilustra a importancia potencial de estresse materno na
resisténcia a patdgenos infecciosos neonatal. Embora nosso dados ndo contemplem estudos
desta natureza, pode-se supor que a auséncia de inflamacao dos filhotes seja consequéncia da
liberagdo de corticoides via leite materno. Em termos da sobrevivéncia dos filhotes é bem
interessante que no caso de uma inflamagcdo materna haja uma protecdo adicional ao filhote
para evitar que ele também adoeca.

Neste mesmo sentido, pode-se atribuir ao estresse maternal a alteracdo do padréo de
vocalizacéo dos filhotes.

Filhotes de ratos emitem vocaliza¢fes ultra-sonicas na faixa de 35-40 kHz, quando
separados de suas mées e irmaos. A vocalizacdo se desenvolve gradualmente alguns dias apds
0 nascimento, sendo mantida em niveis elevada até abertura dos olhos no dia 14 pdés-natal
(INSEL et al., 1988) e, subsequentemente, desaparece por volta do dia 18 (ALLIN; BANKS,
1971). Elas visam evocar a busca e recuperagéo do filhote por sua mde (ALLIN E BANKS,
1972; SMOTHERMAN et al, 1974) e estimulam a liberacdo de prolactina na mae (TERKEL
et al., 1979.). Os filhotes desta idade sdo cegos, surdos, ndo tém pélo, sdo poiquilotérmicos e
dependem da mde para os processos de excrecdo (BROUETTE-LAHLOU et al., 1992), ndo
sendo capazes de sobreviver se deixados sozinhos fora do ninho. As vocalizagdes
ultrassénicas tém, portanto, funcdo vital de comunicacdo entre a mée e sua prole. Além da
simples separacdo, a vocalizacao é reforcada pelo estresse, como por exemplo, a exposi¢do a
baixas temperaturas (ALLIN; BANKS, 1971; OKON, 1972), a estimulacéo tatil (NOIROT,
1972; OSWALT; MEIER, 1975) ou alguns estimulos olfativos (OSWALT; MEIER, 1975).
Estimulos provenientes da mae e/ou ninhada tém um efeito tranquilizador (HOFER; SHAIR,
1980,1987). Estes dados levantaram a hipoOtese de que nesta situacdo, as vocalizacbes de
filhotes refletiriam um estado de angustia (INSEL; WINSLOW, 1991; MICZEK et al., 1991).

No entanto, a interpretacdo da vocalizacdo ultrassonica do filhote em direcdo a mae ¢
ainda bastante discutida na literatura. Ela é considerada como a expressao de um estado de
ansiedade desde que é revertida pela administracdo de drogas ansioliticas (GARDNER et al.,
1986; BRANCHI et al., 2001). Existem outras conotagOes sobre o significado das
vocalizagOes ultrassonicas de filhotes de ratos apontam para efeitos na manutencdo da
homeostasia cardiopulmonar (BLUMBERG et al., 2001), outros propdem que as vocalizacbes

dos filhotes de roedores seriam um mecanismo ontogenético precoce com alto valor para sua
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sobrevivéncia (LUCCHINA et al., 2002). Neste trabalho verificou-se alteracdo no padréo da
vocalizacdo dos filhotes expostos na lactacdo via materna ao LPS em relacdo ao grupo
controle, ou seja, houve reducdo no nimero de vocalizagBes e aumento concomitante na sua
duracdo. Tendo em vista que a vocalizacdo ultrassbnica € um dos principais meios de
comunicacdo entre a mae e filhote, pode-se sugerir que seria esta alteragdo no “dialogo
filhote-mae” também responsavel pela menor laténcia de busca do filhote. Mas permanece a
questdo sobre qual seria 0 mecanismo envolvido com esta modifica¢do na vocalizagdo. Uma
vez que o filhote ndo apresentou inflamacdo no quinto dia da lactacdo nao se pode atribuir o
aumento da vocalizacdo a uma febre de filhotes, que alteraria a percep¢do da sua temperatura.

Como proposto anteriormente a apoiados nos dados de Yorty e Bonneau (2003), estes
filhotes teriam niveis de corticoesterona mais altos em resposta ao estresse materno. Portanto,
a alteracdo no padrdo de vocalizacdo dos filhotes de méaes expostas ao LPS pode ser
considerada como resultado do estresse materno. Ainda, esta mudanca do padrdo da
vocalizacdo dos filhotes pode também ter contribuido para a reducdo na laténcia para busca
dos filhotes observada no comportamento maternal. Estas hipoteses merecerdo, sem dividas,
serem testadas em experimentos futuros.

Outro achado importante no presente trabalho foi 0 aumento da atividade do sistema
imune frente ao desafio com LPS em filhotes expostos na lactacdo a mesma endotoxina via
materna em relacdo ao grupo controle. Por outro lado, este achado néo foi acompanhado por
modificacdo na atividade geral dos filhotes observados em campo aberto.

Muitos trabalhos mostram que a ativacdo precoce do sistema imune quer seja por LPS
ou infecgdo bacteriana ndo so altera a programacéo do sistema imune inato (BOISSE et al.,
2004; BILBO et al., 2005; ELLIS et al.,, 2005; SPENCER et al., 2006; WALKER et al.,
2006), mas também as respostas sensoriais e comportamentais ao LPS (WALKER et al.,
2004; BOISSE et al., 2005; BILBO et al., 2006; HARRE et al., 2008). Estes efeitos s&o
atribuidos a facilitacdo na liberacdo de glicortic6ides, promovido pela ativacdo precoce do
eixo HPA (MOUIHATE et al., 2010). No entanto, os efeitos da ativacdo imune precoce sdo
analisados em periodos mais tardio da vida dos animais e ndo no periodo inicial de sua vida
como observado neste trabalho. Segundo Levine (2001) no final da gestacdo e nos primeiros
dias de vida os niveis de glicorticdides ainda sdo altos na prole de ratos. A seguir ocorre um
periodo de hiporesponsividade do eixo HPA, que perdura até o décimo quarto dia pds-natal.
Além disto, os niveis de ACTH e CRF nas duas ultimas semanas da lactacdo séo bastante

baixos (WALKER et al.,, 1986). Portanto, pode-se sugerir que o aumento da resposta ao
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desafio pelo LPS no Verissimo primeiro dia da lactacdo derive de menores niveis de
glicocorticoides dos filhotes.

Evidentemente, muitos destes achados séo explicados em niveis de hip6teses as quais
devem ser estudadas em detalhes para que se possam estabelecer bases empiricas para o

entendimento dos fendmenos observados neste trabalho.
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8 CONCLUSOES

Como conclusao geral pode-se afirmar que a administracdo a ratas de LPS no inicio da
lactacdo facilitou a busca dos filhotes, sendo que dois fatores podem ter causado este efeito; a
febre materna e a alteracdo no padrdo de vocalizacdo de sua prole. Além disto, a exposicao
materna & endotoxina levou a sensibilizacdo do sistema imune de sua prole quando desafiada

com o LPS.
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