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RESUMO

VASCONCELOS, R.G. Efeito da influencia da anOXIaneonatal no comportamento
maternal e no desenvolvimento somatico e sensorio-motor de ratos wistar. 2013. 97 f.
Tese (Doutorado) - Instituto de Psicologia da Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2013.
o objetivo deste estudo foi analisar a influencia da anoxia neonatal no comportamento
materna e no desenvolvimento somatico e sensorio-motor dos filhotes e a ativar;:ao de
neur6nios fos-IR em areas encefalicas relacionadas ao comportamento maternal mediante
insulto anoxico no 5° dia de lactar;:ao. Assim, 0 presente trabalho foi dividido em dois
capitulos. 0 primeiro aborda a influencia da anoxia sobre 0 comportamento materna e 0

segundo a influencia da anoxia sobre 0 desenvolvimento somatico e de reflexos. A intera<;ao
mae-filhotes foi monitorada por camera de video no 3° e 5° dias de lacta<;ao. Os resultados
obtidos apos monitoramento de 24 horas (12 h/claro e 12 h/escuro, n = 10), permite-nos
inferir que no 3° dia, no ciclo claro, as ratas realizam mais comportamentos de cuidados com
a prole, como agrupamento, constru<;ao de ninho e amamenta<;ao, enquanto que no ciclo
escuro realizam atividades gerais proprios, como, self-grooming, alimenta9ao ou ficam em
descanso. la no 5° dia, as ratas, seja no claro ou no escuro, amamentam de modo semelhante.
Entretanto, quando comparamos com 0 3° dia, os comportamentos de lamber e agrupar
ocorrem de maneira significativamente maior. 0 insulto anoxico no 5° dia de lacta9ao
tambem modificou os padroes do comportamento materna durante urn ciclo de 30 minutos.
Maes cujos filhotes sofreram anoxia amamentaram menos que as maes com filhotes do grupo
Controle, entretanto, gastaram mais tempo realizando os comportamentos de auto-limpeza,
lamber e forragear. 0 padrao de ativa9ao de neur6nios fos-IR da MPA e PAG foi diferente
entre os grupos Anoxia e Controle. No segundo capitulo, foi avaliada a ontogenese de
reflexos e 0 desenvolvimento somatico dos filhotes. Urn dia apos 0 parto 8 neonatos foram
selecionados e mantidos com suas maes do 10 ao 210 dia pos-nataL No 5° dia de lacta9ao, os
filhotes foram divididos em dois grupos: Anoxia e Controle, conforme tenha sofrido ou nao
insulto anoxico, e foram devolvidos as suas maes. 0 investigador "cego" desconhecia a que
grupo pertencia cad a animal avaliado quanta ao: peso corporal, eixo longitudinal do corpo,
comprimento da cauda, eixo latero-Iateral do cranio e eixo antero-posterior do cranio.
Tambem foram avaliados quanta ao aparecimento dos seguintes reflexos: recupera<;ao do
decubito, coloca9ao pelas vibrissas, aversao ao precipicio, geotaxia negativa, resposta ao susto
e acelera9ao. Foi registrado 0 dia de matura9ao das caracteristicas fisicas: abertura do
pavilhao auricular, abertura do conduto auditivo, irruP9ao dos incisivos superiores e inferiores
e abertura dos olhos. Rouve aumento no ganho de peso corporal e maior crescimento do eixo
longitudinal do corpo durante 0 periodo de lacta9ao dos filhotes que sofreram anoxia em
rela9ao ao grupo Controle. Rouve atraso na onto genese da maioria dos testes reflexos dos
filhotes do grupo Anoxia. Os resultados deste estudo demonstram os efeitos prejudiciais da
anoxia sobre 0 crescimento somatico e desenvolvimento sensorio-motor. A anoxia tambem
modi fica padroes do comportamento materna que podera influenciar as gerar;:oes seguintes.

Palavras-Chave: Anoxia. Comportamento materno. Reflexos. Fos. Ratos Neonatos.



ABSTRACT

VASCONCELOS, R.G. Effect of neonatal anoxia influence on the maternal behavior and of
development and somatic sensorimotor ofrats wistar. 2013. 97 f. Tese (Doutorado) - Instituto
de Psicologia da Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2013.

The aim of this study was to analyze the influence of neonatal anoxia on maternal behavior
and on somatic and sensorimotor development in offspring and the activation of fos- IR
neurons in brain areas that are related to maternal behavior, by anoxic insult in the 5th day of
lactation. Thus, this study was divided into two chapters. The first one addresses to the
influence of anoxia on maternal behavior and the second one address to the influence of
anoxia on somatic development and reflexes. The mother-offspring interaction was monitored
by video camera in the 3rd and 5th day of lactation. The results obtained after 24 hours of
monitoring (12 hllight and 12h1dark , n = 10), allows us to infer that in the 3rd day, in the light
cycle, the rats perform more tasks related to offspring care, like grouping, nest construction
and breastfeeding, while in the dark cycle they perform more general tasks like self-grooming,
feeding or remain in rest. Although, in the 5th day the rats, either in light or dark cycle,
breastfed similarly. However, in comparison with the 3rd day the licking and grouping
behaviors were significantly higher. The anoxic insult on the 5th day of lactation also
modified the pattern of maternal behavior during a 3 minute cycle. Mother whose offspring
suffer anoxic breastfed less than the mothers in the control group, however those spent more
time performing self-cleaning, licking and forregement behaviors. The activation pattern of
IR-fos neurons ofMPA and PAG were different between the anoxic and the control group. In
the second chapter, it was evaluated offspring reflex ontogeny and somatic development. One
day after the birth 8 neonates were selected and maintained with their mothers until the 21th
post-natal day. On the 5th day oflactation, the offspring were divided into two groups: anoxic
and control, depending on whether or not they suffered anoxic insult, and then were returned
to their mothers. he blind investigator was unaware to which group belongs each evaluated
animal as to: body weight, antero-posterior axis of the body, tail length. Were also evaluated
as to the appearance of some reflex: righting, vibrissa placing, cliff avoidance, negative
geotaxis, auditory startle response and free-fall righting. It was recorded the day of maturity
of the physical features like: unfolding of the external ears and opening of the internal
auditory conduit, eruption of upper and lower incisors and eyes opening during the period of
lactation. There was an increase in the gain of body weight and in longitudinal axis
development during offspring lactation period that suffered anoxia related to the control
group. There was a delay in reflex ontogeny on those offspring that suffered anoxia. The
result of this study demonstrates the prejudicial effects of the anoxia when related to somatic
growth and sensorimotor development in rats during critical steps of nervous system
development. The anoxia also modified maternal behavior patterns that could influence the
future generations.

Key-words: Anoxia. Maternal behaviors. Reflexes. Fos. Neonatal rat.
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RESUMO

Em ratas, a mudanya de nulipara para multipara leva a urna serie de modificayoes,

permanentes ou nao, sobre 0 sistema nervoso, voltadas para os cuidados pessoais e com a

prole. A plasticidade cerebral que ocorre durante a prenhez, e inerente as femeas e e resultado

de urna significativa ayao hormonal sobre 0 SN (KINSLEY e AMORY-MEYER, 2011) que

constitui em respostas adaptativas a matemidade favorecendo a capacidade de aprendizagem a

nova situayao em que a femea agora se encontra. Ratas nuliparas Wistar foram acasaladas

(2: 1), foram mantidas em caixas-moradia em condi90es padrao de bioterio ate dois dias antes

do parto, quando foram separadas. Urn dia apos 0 parto, 8 filhotes foram selecionados e

mantidos com suas maes. 0 comportamento matemo no terceiro (n = 10) e no quinto (n = 10)

dias de lacta9ao foi monitorado continuamente por camera filmadora SONY DCR-SR220

com nightshot, a qual estava acoplada diretamente a urn microcomputador. 0 pesquisador

registrou, na medida do possivel, a ocorrencia e 0 tempo gasto com cada comportamento:

lamber, agrupar, amamentar (com ou sem cifose), constru9ao de ninho, comer, beber, auto-

limpeza e forrageamento. Os resultados obtidos apos monitoramento de 24 h (12 h/claro e 12

h/escuro) de 5 ratas no 3° e 5° dias de lacta9ao permite-nos inferir que 0 3° dia, no ciclo claro,

as ratas realizam mais comportamentos de cuidados com a prole, como agrupamento,

constru9ao de ninho e amamentayao, enquanto que no ciclo escuro realizam atividades gerais

proprios, como, auto-limpeza, alimenta9ao ou ficam em descanso. lei no 5° dia de lacta9ao, as

ratas, seja no claro ou no escuro, amamentam de modo semelhante. Entretanto, quando

comparamos 0 5° com 0 3° dia, os comportamentos de lamber e agrupar ocorrem de maneira

significativamente maior. Na segunda parte do experimento, ratas foram divididas nos grupos:

anoxia (A, n=10) e controle (C, n=lO), conforme suas respectivas ninhadas foram submetidas

a anoxia ou nao no 5° dia de lacta9ao, com 0 objetivo de avaliar a influencia da privayao de

oxigenio sobre 0 cuidado matemo durante urn ciclo de amamentayao de 30 min .. Apos este

periodo, os filhotes foram separados de suas maes, as quais foram anestesiadas e, os encefalos

foram processados com tecnicas de imunoistoquimica contra proteina c-Fos (ABC-DAB).

Apos insulto anoxico as maes do grupo A gastam mais tempo com os comportamentos de

lamber, auto-limpeza e forragear em detrimento da amamenta9ao, comparado as do grupo C.

Houve diferen9a na intensidade da ativa9ao de celulas fos imunorreativas durante 0 ciclo de

30 minutos de amamenta9ao na MPA, PAG, Pir, VP, Tu, PH, Pe, regioes que participam de

circuitos envolvidos no comportamento matemo.
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1 Introdu~ao

1.1 Cuidado materno

Mamiferos recem-nascidos necessitam de cuidados maternos para sobreviver. A mae,

alem de representar a principal fonte de alimento, calor e protec;ao, ela tambem fornece

estimulos tateis, olfatorios e auditivos essenciais para 0 crescimento e desenvolvimento

normal de sua prole (KUHN; SCHANBERG, 1998). 0 modo como uma mae satisfaz as

necessidades de seus filhotes e a respostas desses aos estimulos maternos comprovam a

existencia de urn sistema altamente integrado e desenvolvido em prol de urn fim comum. Em

varias especies, logo apos 0 parto, a mae lambe 0 liquido amniotico e 0 sangue

remanescentes. A frequencia desse comportamento de lamber e mais voltada para regiao

anogenital, que e essencial para estimular a micC;ao. Substancias quimicas atrativas na urina

dos filhotes parecem recompensar it mae pelo born desempenho (HRDY, 1999).

Na maioria das especies de mamiferos, as femeas apresentam urn comportamento

tipico de esquiva em relaC;aoaos animais jovens, entretanto, ao final de gestac;ao e no periodo

do parto elas mudam esse comportamento e passam a se interessar pelo recem-nascido: a

limpeza dos filhotes e a ingestao dos fluidos amni6ticos e dos restos placentarios sao

comportamentos generalizados entre as ordens de mamiferos; a vocalizaC;ao realizada pela

mae, alem de aproxima-Ia de sua prole, protege-a de predadores; e a amamentac;ao, 0

comportamento materno mais comurn presente em mamiferos logo apos 0 parto (NUMAN,

2003).

o cuidado materno e urn comportamento especifico de cada especie, sendo

determinado por modificac;oes fisiol6gicas que ocorrem antes e imediatamente ap6s 0 parto

(NUMAN, 1994). Durante este periodo particular, 0 principal objetivo das femeas e assegurar

a propria sobrevivencia e ados filhotes. Com esta finalidade, muitos outros comportamentos

sao inibidos e as femeas dedicam-se quase que integralmente a sua prole. A dramatica

transic;ao na resposta materna que ocorre entre 0 acasalamento e 0 aleitamento e urna das mais

marcantes modificac;oes comportamentais que ocorre em animais adultos (LONSTEIN et aI.,

2003).

As mudanc;as comportamentais que a mae sofre sao consequencias das dramaticas

alterac;oes hormonais que ocorrem durante a prenhez e no parto. Tais alterac;oes resultam no

estabelecimento de novas conexoes dendritic as e arborizaC;ao (PASCUAL-LEONE et aI.,
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2005) que levam a uma plasticidade neuroquimica e morfologica no sistema nervoso central

(SNC). Alem de expressar 0 comportamento maternal para com a prole, a femea lactante

precisa avaliar os riscos e em geral buscar alimentos, viabilizando assim a sua sobrevivencia e

a de seus filhotes. Assim, uma forte pressao evolutiva ocorre sobre as femeas selecionando

aquelas que melhor conseguem exercer este equilibrio (KINSLEY et aI., 1999).

1.2 Neuroanatomia do comportamento materno

A area pre-optica medial (MP A), localizada na parte rostral do hipotaiamo, e 0 nucleo

"bed" da estria terminal (BST) originam os circuitos neurais que regulam especificamente 0

comportamento materno (NUMAN; INSEL, 2003). Lesoes eletroliticas, neuroquimicas, por

radiofrequencia e, ainda, cortes com instrumentos perfuro-cortantes nessa regiao rompe as

conexoes laterais e anteriores da MP A e prejudicando drasticamente 0 comportamento

maternal em ratos (MICELI et aI., 1983; NUMAN, 1974; NUMAN; CALLAHAN, 1980;

NUMAN; CORODIMAS, 1985; NUMAN et aI., 1988; NUMAN et aI., 1977). A maioria dos

estudos relata que os comportamentos mais prejudicados ou completamente inexistentes

quando lesoes acometem a MPA sao os de constru9ao de ninho e busca de filhotes. Outros

estudos reportam uma severa elimina9ao, proxima do total, de todos os componentes do

comportamento matemo, inclusive a amamenta9ao (NUMAN, 2006).

o inicio desse comportamento esta intimamente relacionado a a9ao de opioides na

MPA durante a lacta9ao (FELICIO et aI., 1991; MANN et aI., 1995; MIRANDA-PAIVA et

aI., 2003, 2007; TEODOROV et aI., 2006). A administra9ao de morfina de maneira sistemica

ou local na MP A interrompe 0 ~omportamento materno durante a lacta9ao e, esse efeito pode

ser revertido pelo tratamento com naloxona, urn antagonista opioide (BRIDGES; GRIMM,

1982; RUBIN; BRIDGES, 1984). Ademais, ja foi demonstrado em ratos que os niveis

endogenos de opioides e dos receptores de opioides na MP A estao reduzidos durante a

lacta9ao (HAMMER; BRIDGES, 1987).

E conhecido 0 papel da substancia cinzenta periaquedutal (PAG) na modula9ao da

transmissao sensorial nociceptiva (BESSON et aI., 1991; LOVICK, 1993; BANDLER;

SHIPLEY, 1994), na regula9ao do sistema cardiovascular (LOVICK, 1993; BANDLER;

SHIPLEY, 1994), na vocaliza9ao (JURGENS, 1994) e, na expressao de uma variedade de

comportamentos como, 0 defensivo (BANDLER; SHIPLEY, 1994; KEA Y; BANDLER,

2001),0 sexual (SAKUMA; PAFF, 1979) e 0 maternal (LONSTEIN; STERN, 1997, 1998). A
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..•..• ativaryaoda PAG e importante para 0 reflexo postural de amamentaryaoou cifose. Lesoes na

parte ventro-Iateral caudal da PAG de ratas lactantes reduzem drasticamente a expressao de

cifose. Essa regiao apresenta forte expressao da proteina c-fos em consequencia do estfmulo

de sucryao(LONSTEIN; STERN, 1998, 1999). Miranda-Paiva et al. (2003) demonstraram que

a PAG pode ser a responsavel pela inibiryaodo comportamento maternal em femeas tratadas

com baixas doses de morfina (3 mg/kg, por via intraperitonial). Utilizando este procedimento

farmacol6gico, certo nivel de ativaryaoinduzida por morfina na parte lateral da PAG e capaz

para inibir 0 comportamento maternal. Injeyoes previas de naloxona nesta area bloqueiam a

inibiryaodesse comportamento. lnteressantemente, esses animais, alem de nao cuidarem dos

filhotes, apresentaram padroes de ativayao neuronal similares aqueles observados durante os

comportamentos de predaryao e forrageamento (COMOLI et ai., 2003). Sob circunstancias

naturais, urn dado comportamento pode ser inibido para favorecer a expressao de outro de

maior valor adaptativo (SUKlKARA et ai., 2007). Existe forte relevancia funcional da parte

lateral da PAG na mudanya do comportamento de cuidar da prole para 0 de cayar insetos

(SUKlKARA et aI., 2006; 2008). 0 importante trabalho realizado por Sukikara et al. (2006),

sustenta a prirneira evidencia de que a PAG funciona tambem como urn centro para seleryaode

respostas comportamentais adaptativas.

..•..•

1.3 Comportamento maternal em ratas

o comportamento maternal de ratas consiste em cuidados diretos, tais como busca,

amamentaryaoe limpeza dos filhotes, e indiretos, como agressividade e construryaodo ninho,

apresentados pela femea para viabilizar a sobrevivencia do neonato. A medida que este se

desenvolve e torna-se independente, a expressao do comportamento maternal das femeas

diminui. Assim, esta bern estabelecido que os parametros caracteristicos do comportamento

maternal de ratas como, por exemplo, busca dos filhotes, agrupamento dos mesmos e

permanencia da rata sobre a ninhada em postura apropriada a amamentaryao,sao mais intensos

na primeira semana ap6s 0 nascimento da prole do que nas semanas seguintes, quando os

filhotes van se desenvolvendo e adquirindo habilidades para assegurar sua pr6pria

sobrevivencia (NUMAN, 1994).

o surgimento e a manutenryao do comportamento maternal sao controlados pela

interaryao de fatores ambientais, bioquimicos, hormonais e neurais (NUMAN, 1994). A

dnlstica alteraryao hormonal que ocorre ao final da gestaryao e no perfodo pre-parto e
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caracterizada pela reduyao nos niveis de progesterona que foram elevados ao longo da

gestayao, seguido por aumento nos niveis de estradiol (ATKINSON; WADDELL, 1995).

Essa mudanc;a no equilibrio dos horm6nios esteroides induz a urn considenivel aumento nos

niveis de prolactina, 24 - 48 horas antes do parto, aumento este que sera mantido durante a

lactayao como resultado do estimulo de sucyao (CHAMLEY et aI., 1973; BRIDGES;

GOLDMAN, 1975). Tais modulayoes sao necessarias para 0 estabelecimento e a expressao

desse importante comportamento (NUMAN, 1994).

Os comportamentos de busca de filhotes e de construc;ao de ninho sao indicativos de

comportamentos motivacionais maternos (STERN, 1996). A busca por filhotes envolve uma

sequencia complexa de reflexos. A entrada de urn estimulo sensorial trigeminal permite que

atraves do contato com 0 fOyinho do filhote ocorra a abertura da boca materna, atraves do

abaixamento da mandfbula. Uma vez na boca, 0 filhote e eficientemente transportado para 0

ninho, onde e rapidamente depositado (JACQUIN; ZIEGLER, 1983). Alguns estudos

sugerem que 0 comportamento de busca representa uma resposta voluntaria da mae em

relayao ao estimulo dos filhotes, enquanto a amamentayao pode ser transitoriamente ativada

como reflexo quando a mae, vagando pela caixa-moradia, aproxima-se dos filhotes e eles

posicionam-se abaixo dela (STERN, 1996), comeyando assim, a sucyao. A estimulayao da

sucyao pelos filhotes estimula a expressao do comportamento maternal em ratas por promover

a postura de cifose (STERN et aI., 2002).

A lactayao desempenha urn papel critico na sobrevivencia dos mamiferos. E urn

evento intermitente, em que as maes devem cayar para sua propria sobrevivencia e,

simultaneamente, fornecer urn alimento enriquecido, 0 leite, a sua prole e, assim, sera suprida

a demanda. Durante a lactayao, urn layo e formado entre a mae e os filhotes, 0 que favorece a

sua proteyao e desenvolvimento social. Talvez uma vantagem importante na evoluyao da

lactayao e 0 potencial que uma mae tern em influenciar significativamente a desenvolvimento

social de sua prole (FLEMING et aI., 2002). Urn nobre exemplo disso e a descoberta de que

os comportamentos maternos que ocorrem naturalmente, como lamber, limpar e a postura de

cifose durante a lactayao levou a uma transmissao nao genomica desses comportamentos

individuais ao longo gerayoes (FRANCIS et aI., 1999).
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-.. 1.4 Anoxia neonatal e comportamento materno

A anoxia neonatal, a qual e considerada urn grave problema clinico, e uma das mais

importantes causas de lesao encefalica em recem-nascidos humanos. Tais lesoes podem ter

graves e duradouras consequencias, incluindo retardo mental, paralisia cerebral, epilepsia,

deficiencia visual e auditiva, bern como deficit motor e comportamental (BIAGAS, 1999;

BRIDGES, 1996).

Diferentes especies de mamiferos tern sido estudadas para tentar elucidar os

mecanismos patogeneticos que culminam em eventos hip6xico-isquemicos que trazem danos

ao cerebro (ROOHEY; RAJU, 1997; VANNUCCI, 1993). Altera90es neuroquimicas e

comportamentais tern sido identificadas e os efeitos a curto prazo envolvem morte celular em

neur6nios do cortex frontal, striatum e cerebelo oito dias apos indu9ao da asfixia

(DELL'ANNA et aI., 1997) e aumento dos niveis de dopamina no mesencefalo e telencefalo

(CHEN et aI., 1997). A longo prazo, as modifica90es envolvem 0 sistema dopaminergico

(CHEN et aI., 1995; EL-KHODOR; BOKSA, 1998) e 0 padrao de mieliniza9ao

(KOHLHAUSER et aI., 2000). Evidencias indicam 0 papel da dopamina no inicio e na

manuten9ao do comportamento materna (BRIDGES, 1996; CHEN et aI., 1997; KEER;

STERN, 1999; STERN, 2000). Atividade reduzida ou excessiva dopaminergica tern mostrado

atuar negativamente com 0 comportamento materno (STERN, 2000).

E bastante conhecido 0 papel dos neurotransmissores sobre a plasticidade do SN

(BERGER-SWEENEY; HOHMANN, 1997). Assim, altera90es nos sistemas

monoaminergicos durante 0 desenvolvimento precoce tern side associadas a transtornos

neurologicos e psiquiatricos, tais como, autismo, retardo mental e depressao (GU, 2002). A

hipotese de que os neurotransmissores apresentam fun90es de nao transmissao durante 0

desenvolvimento e decorrente da presen9a precoce dessas substancias durante as fases da

embriogenese. Tais substancias atuam alterando 0 metabolismo, a sintese e as intera90es entre

os receptores podendo, assim, levar a modifica90es no desenvolvimento embriologico

(BUZNIKOV, 1996; LAUDER et aI., 1981; LAUDER; ZIMMERMAN, 1988).

As altera90es que acometem 0 SN ao nascimento apos hipoxia sao parcialmente

decorrentes do insulto hipoxico aos neur6nios, porem e possivel que algumas modifica90es

que ocorram no SN em modelos de ratos apos hipoxia, durante 0 parto, sejam mediadas por

varia90es nos cuidados maternos voltados a prole (ZHANG et aI., 2005).
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Importantes grupos de pesquisas indicam que 0 cuidado materna exerce duradouro

impacto sobre 0 desenvolvimento do cerebro e comportamento da prole. Em ratos, as

variayoes naturais que ocorrem nos comportamentos maternos de lamber e limpar das maes

com cada filhote individualmente demonstraram sofrer influencia dopaminergica e de

respostas ao estresse da glandula supra-renal ao eixo hipotalamo-hip6fise (ZHANG et aI.,

2005; MEANEY, 2001; BREDY et aI., 2003; WEAVER et aI., 2002; MENARD et aI., 2004).

Assim, existem algumas semelhanyas claras entre alterayoes causadas no SNC pela

hip6xia ao nascimento e pOTvaria~5es no cuidado materno, levantando a possibilidade de que
alterayoes consequentes a hip6xia ao nascimento podem ser mediadas por alterayoes nos

cuidados maternos da prole hip6xica. No modelo de hip6xia ao nascimento de ratos, as

diferenyas nos cuidados maternos das maes sao geraimente controladas pelo cruzamento de

ninhadas (cross:fostering). Entretanto, os cuidados maternos podem ser influenciados por

caracterfsticas dos filhotes, tais como temperatura, niveis de atividade e vocalizayao (JANS;

LEON, 1983). No parto cesariano ou quando ha hip6xia ao nascimento ocorre reduyao da

atividade locomotora do filhote bern como da vocalizayao ultras6nica nas primeiras semanas

de vida (EL-KHODOR BF; BOKSA, 1997; CALAMANDREI et aI., 2004), fatores estes que

prejudicam a interayao mae-filhote ao nascimento.

1.5 Separa-rao materna

Em filhotes de ratos com 2 semanas de vida, a separayao materna e imediatamente

acompanhado por reduyao de 40% nas taxas cardiacas e respirat6rias durante as primeiras 12-

16 horas de separayao, apesar da manutenyao de temperatura do corpo (HOFER, 1970). As

consequencias a 10ngo prazo da perturbayao da interayao mae-filhotes varia desde uma

marcada supressao de sistemas neuroend6crinos especificos ap6s curtos periodos de privayao

materna, ate retardos do crescimento e desenvolvimento comportamental apos perfodos

cr6nicos (KUHN; SCHANBERG, 1998).

A interayao mae-filhotes que ocorre durante 0 inicio da vida permite a programayao

das respostas ao estresse nos descendentes (LIU et aI., 1997;. CALDJI et aI., 1998;.

FRANCIS; MEANEY, 1999). Longos periodos de separayao diaria a partir da mae (isto e, 3-6

h) aumentam as respostas comportamentais, neurais e respostas end6crinas ao estresse, que

persistem durante toda a vida, devido a alterayoes no desenvolvimento e na regulayao de
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neuronios em orquestrar a resposta ao estresse, especialmente ao nivel do nucJeo

paraventricular do hipotalamo (PVH) (FRANCISCO; MEANEY, 1999). Os mecanismos

subjacentes a respeito dos efeitos da separac;aomaterna sobre desenvolvimento do SNC ainda

e urn assunto de muitos questionamentos (MACRI et aI, 2004), no entanto, os efeitos da

separac;aomaterna sobre a resposta ao estresse tern importantes implicac;oes clinicas, uma vez

que a capacidade de responder diferentemente pode afetar os resultados de saude em

condic;oes de estresse (SECKL; MEANEY, 1993; FRANCIS; MEANEY, 1999), e contribuir

para 0 desenvolvimento de uma ampla variedade de transtornos psicol6gicos e fisiol6gicas,

tais como, hipertensao, asma, estados de panico e ansiedade, depressao e disrurbios do sono

(HERMAN; CULLINAN, 1997;. RIETVELD et aI., 1999). Embora estes achados reforcem

mais uma vez a importancia do periodo neonatal para 0 desenvolvimento do SNC, varias

observac;6es nos trouxe a hip6tese de uma Jigac;ao entre a separac;ao materna neonatal e

disrurbios respirat6rios.
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2 JUSTIFICATIV A

A obtenyao do melhor equilibrio entre subsistencia e reproduylio e urn dos desafios

mais importantes para as femeas de mamiferos. Para tal e preciso que fatores como perigos

do meio ambiente e disponibilidade de alimentos sejam considerados e na medida do possivel,

antecipados alta probabilidade de acerto. Assim, uma forte pressao evolutiva ocorre sobre as

femeas selecionando aquelas que melhor conseguem exercer este equilibrio. Durante a

prenhez e logo apos 0 parto, 0 cerebro passa por importantes ajustes com modificayoes

sensoriais e cognitivas decorrentes de adaptayoes na intensidade de ativayao de circuitos e

formayao de novas conexoes. Alem de expressar 0 comportamento maternal para com a

prole, a femea lactante precisa avaliar os riscos e em geral buscar alimentos, viabilizando

assim a propria subsistencia.

Essa primeira parte do trabalho pretende descrever os eventos do comportamento

materno em ratas ao longo de 24 h comparando periodo claro e escuro do dia e, ainda se hci

diferenyas nos eventos comportamentais entre 0 terceiro e quinto dias p6s-natais.
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30BJETIVOS

Este estudo tern como objetivo geral investigar 0 comportamento maternal durante 0

aleitamento e 0 padrao de ativac;ao dos neuronios em areas encefalicas relacionadas aos

cuidados matemos de ratas cujos filhotes sofreram anoxia no perfodo do aleitamento.

Os objetivos especificos deste estudo foram:

./ Analisar os seguintes comportamentos matemais basais atraves da interac;ao mae-

filhotes no 3° e 5° dias de lacta<;ao:

- Lamber, agrupar, amamentar sem cifose, cifose, auto-Iimpeza, construc;ao de

ninho, parada, forrageamento, comer e beber .

./ Analisar 0 padrao de ativac;ao de areas encefalicas relacionadas ao comportamento

materno no 5° dia de lactac;ao de ratas cujos filhotes sofreram anoxia.

- Distribuic;aode neuronios Fos-imunorreativos.
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4 MATERIAlS E METODOS

4.1 Obten~ao dos Animais

Foram utilizadas ratas nuliparas (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar, com

aproximadamente 90 dias de idade, mantidas no bioterio do Instituto de Ciencias Biomedicas

III da Universidade de Sao Paulo. Os animais foram alojados em gaiolas de polipropiJeno

medindo 30 x 40 x 18 cm, em salas com sistema de temperatura constante (23 ± 2° C) e cicIo

de luz de 12 h, claro e escuro (06hOO- 18hOO). Agua e comida foram fomecidas ad libitum

durante todos os experimentos. Todos os esfon;os sao feitos para reduzir 0 sofrimento e 0

numero de animais utilizados. Os procedimentos descritos estao de acordo com os Princfpios

Eticos de Experimentac;ao Animal adotado pelo Conselho Nacional de Controle

Experimentac;ao Animal (CONCEA) e foram aprovados pela Comissao de Etica em

Experimentac;ao Animal (CEEA) desta universidade (Protocolo n° l34, fls. 38 do livro 2).

4.2 Acasalamentos e Padroniza~ao da Ninhada

No final do periodo claro do dia, 2 ratas foram colocadas na gaiola de urn macho

sexualmente experiente para 0 acasalamento. Os animais pertenciam a ninhadas distintas de

maneira que foi anulada a possibilidade de cruzamentos de irmaos. Logo no infcio do periodo

claro do dia seguinte e realizada a analise de citologia vaginal para confirmar a presenc;a de

espermatoz6ides no lavado vaginal, considerando este 0 dia 1 da prenhez. As ratas foram

mantidas na mesma gaiola, sendo separadas a poucos dias do parto. As ocorrencias de

nascimentos foram monitoradas diariamente ate as 14hOO.Ap6s este horario, os partos foram

considerados como tendo ocorrido no dia seguinte.

Ao final, 20 femeas prenhes foram obtidas. Urn dia ap6s 0 parto (0 dia do nascimento

foi considerado como dia zero), 8 neonatos (4 machos e 4 femeas) foram selecionados e

mantidos com suas maes para amamentayao.

4.3 Monitoramento Comportamental

Caixa Experimental

A caixa experimental foi confeccionada com material de acrilico para visualizac;ao e

filrnagem do comportamento dos animais a serem testados. Ela e composta por varios

orificios para passagem de ar e possui as seguintes medidas: 60 x 40 x 35 cm. Urn dia antes

do teste comportamental as maes foram colocadas na gaiola experimental para habituac;ao por
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30 min. No dia do teste, as ratas foram transferidas para gaiola experimental junto com seus

filhotes e parte da mesma maravalha da gaiola-moradia. A quantidade de maravalha

transferida foi menor que a existente na gaiola-moradia, para que os parametros

comportamentais avaliados pudessem ser observados nitidamente. Entretanto, nao

impossibilitava a rata de realizar a construc;aodo ninho.

Parametros comportamentais avaliados

o acompanhamento do comportamento foi realizado continuamente por camera

filmadora SONY DCR-SR220 com nightshot, a qual estava acoplada diretamente a urn

microcomputador (Figura 1), no terceiro (n = 10) e quinto (n = 10) dias de lactac;aoe, gravado

para posterior analise detalhada.

Figura 1. Sistema de monitoramento diario do comportamento materna de ratas.

o pesquisador registrou, na medida do possivel, a ocorrencia e 0 tempo gasto com

cada comportamento. Tais comportamentos consistem em cuidados diretos, tais como,

lamber, agrupar, amamentar, cifose ou indiretos, como construc;ao do ninho e forrageamento.

Ainda foram avaliados comportamentos gerais da mae, como self-grooming, alimentac;ao e

atividades gerais ao longo dos dias. A maneira de avaliac;ao dos parametros esta descritos

abaixo.

Lamber - Avalia-se quanta tempo a rata lambe os filhotes.

Agrupar - Avalia-se quanta tempo a rata agrupa os filhotes.

Amamentar sem cifose - Avalia-se quanto tempo a rata permanece amamentando sem estar

na poslc;aode cifose.
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Cifose - Avalia-se quanto tempo a rata permanece amamentando na pos19ao de cifose

fisiologica (coluna arqueada) com todos os filhotes agrupados. Quando este tempo e igual ou

superior a 3 minutos consecutivos, temos a manifestas;ao do comportamento maternal total

(Full Maternal Behavior, FMB).

Auto-limpeza - Avalia-se quanto tempo a rata permanece fazendo comportamento de limpeza
nela mesma.

Construcao de ninho - Avalia-se quanto tempo a rata permaneceu preparando 0 ninho para os

filhotes.

Parada - Avalia-se quanto tempo a rata permanece parada, em descanso.

Forrageamento - Avalia-se quanto tempo a rata apresentou comportamento exploratorio da

caixa.

Comer - Avalia-se quanto tempo a rata permaneceu comendo ras;ao.

Beber - Avalia-se quanto tempo a rata permaneceu bebendo agua.

Exemplos de comportamentos sao mostrados nas figuras 2 e 3.

c
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Figura 2. Parametros de comportamento materna em ratas. (A) lamber filhotes; (B) busca de
filhotes; (C) auto-limpeza. (RONCA et aI., 1993).

Figura 3. Parametros de comportamento materno em ratas. (D) forragear; (RONCA et aI.,
1993); (E) cifose. (STERN et aI., 2002).

Os parametros comportamentais foram avaliados por meio de software especifico para

amilise de comportamentos, EthoLog 2.2 (OTTONI, 2000) (Figura 4).
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Figura 4. Sistema de analise de comportamentos. A figura ilustra it esquerda 0 programa
EthoLog com os parametros avaliados categorizados. A direita, 0 video obtido.
(Fotografia: Renata de Vasconcelos).

4.4 Processamento do material biologico

4.4.1 Correla~oes dos padroes de ativa~ao de areas encefalicas relacionadas ao

comportamento materno de ratas cujos filhotes sofreram anoxia, com um cicio de 30

minutos de amamenta~ao.

No 5° dia de lacta<;ao, cinco (5) ratas tiveram suas respectivas ninhadas submetidas it

anoxia. Foram utilizados neonatos machos e femeas (Rattus novergicus, linhagem Wistar), no

50 dia de lacta<;ao. Os animais foram divididos nos grupos: anoxia e controle.

Para a exposi<;ao dos animais it anoxia, utilizou-se sistema construido e validado em

nosso laboratorio (TAKADA, 2009; TAKADA et ai., 2011), constituido por camara semi-

hermetica de policarbonato (31 x 14 x 19,5 cm), com entrada e saida de gas, acoplada a

manometro, fluxometro e a cilindro de nitrogenio gasoso. A camara semi-hermetica previne 0

aumento de pressao no interior da camara, fazendo com que seja 0 mais proximo possivel da

pressao atmosferica. Com 0 objetivo de evitar hipotermia e potencializar os efeitos da anoxia,

a temperatura da camara foi mantida entre 35 e 37 DCpela imersao parcial da mesma em agua

aquecida por resistencia eletrica (Figura 5). Esta faixa de temperatura e importante uma vez

que a temperatura basal dos neonatos e de 33 DC,constituindo por si so fator de neuroprote<;ao

(CAPUTA et ai., 2005; ROGALSKA et aI., 2006).
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Figura 5. Sistema utilizado para provocar anoxia em ratos neonatos. Desenho esquematico
mostrando: a - cilindro de nitrogenio gasoso (concentra9ao de 100%); b -
man6metro; c - tlux6metro; d - camara em policarbonato parcialmente imersa na
agua; e - cuba em vidro transparente com agua aquecida; f - bomba difusora de
agua (para homogeneizar a temperatura da agua); g - term6metro; h - resistencia
para aquecimento da agua. Fonte: TAKADA et aI., 2011.

Para a anoxia, a camara higienizada anteriormente com alcool 70 % (entre uma

ninhada e outra este procedimento foi repetido), foi saturada completamente com nitrogenio

100% a urn fluxo de 3L1minuto e pressao proxima a pressao atmosferica (aproximadamente

101,7 kPa), determinados de acordo com a literatura (TANG; NAKAZAWA, 2005;

ROGALSKA et aI., 2006; COQ et aI., 2007). Os animais foram entao colocados rapidamente

na camara, permanecendo durante 19 minutos nestas condi90es, tempo este considerado 0

maximo para nao ocorrer morte massiva dos neonatos (DELL' ANNA et aI., 1995b). Testes

pn!vios rea1izados neste 1aboratorio mostraram que periodos Iigeiramente maiores causaram

alto fndice de mortalidade (DL50 = 30 minutos). Os casos de canibalismo observado foram

irrelevantes. Para 0 perfodo considerado, 0 fndice de mortalidade foi de 9,43%, semelhante ao

observado em literatura com modelos parecidos (DELL'ANNA et aI., 1991; JUVONE et aI.,

1996). Apos a recupera9ao dos animais (recupera9ao da colora9ao, da respira9ao e da

movimenta9ao ativa), que ocorreu em media 5 minutos apos a retirada da camara, estes foram
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devolvidos para a mae, durante 30 minutos. Em seguida, os filhotes foram separados de suas

maes, as quais foram submetidas a perfusao transcardfaca.

o grupo controle foi exposto as mesmas condiyoes experimentais, sem, contudo haver

troca do ar dentro da dimara, ou seja, permaneceram ao ar ambiente.

4.4.2 Perfusao transcardiaca

No 5° dia de lactayao, cinco (5) ratas tiveram suas respectivas ninhadas submetidas a

anoxia, como descrito anteriormente, e depois foram anestesiadas com associayao anestesica

composta por: acepromazina (2,5 mg/kg)l; xilazina (10 mg/kgi; cetamina (75 mg/kgi, e

perfundidos por via transcardfaca. Para a perfusao, 0 animal foi posicionado em superficie

apropriada com imobilizayao da cabeya. Esta foi realizada com urn suporte especffico que

permitisse a deposiyao de gelo sobre a cabeya do animal durante 0 perfodo da passagem do

fixador (NOGUEIRA et aI., 1997). Para 0 acesso ao ventrfculo esquerdo, onde foi introduzida

uma dinula para perfusao, foi realizado inicialmente urn corte na parede do abdome expondo-se

assim, 0 processo xif6ide. Este foi realizado em forma de "Y" na musculatura e nas coste las,

permitindo assim, a exposiyao do corayao na cavidade toracica. Para impedir que a perfusao

alcanyasse a aorta descendente e, como consequencia toda sua area de irrigayao, 0 pUlmao

esquerdo foi afastado e a aorta descendente pinyada com pinya hemostatica tipo Keller. Em

seguida, uma cfumla acoplada a uma bomba peristaltica 4 foi introduzida no ventriculo esquerdo do

corayao e presa na area por uma pinya Keller. A bomba foi acionada em velocidade compatfvel

com a manutenyao da integridade dos vasos sangilineos. Inicialmente foram infundidos 150 ml de

soluyao salina (NaCI, 0,9%) a temperatura ambiente para remoyao do sangue de dentro dos vasos.

Este procedimento pre vine a formayao de coagulos e propicia a correta penetrayao do fixador nos

tecidos. A perfusao com salina foi seguida da infusao de soluyao fixadora (4% de

paraformaldefdo em 4% de b6rax, pH 7,4, a 4° C). Quando foi observada a contrayao dos

membros superiores, sinal da chegada do fixador nesta regiao, imediatamente, foi colocado gelo

sobre a cabeya do animal, para minimizar a degradayao proteica.

Ao final da passagem do fIXador, os encefalos foram retirados do cranio, e p6s-fIXados na

mesma soluyao fixadora acrescida de sacarose (20 %) durante 4 horas. Ap6s esse perfodo, foi

I Acepromazina, Univet, Brasil
2 Xilazina, Syntec, Brasil
3 Ketamina, Syntec, Brasil
4 Masterflex, Cole-Parmer, Niles, IL, EUA
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annazenado em solU9ao crioprotetora (tampao fosfato - PBS - acrescido de sacarose 20 %) por

urn periodo de 6-24 h. Os encefalos foram criosseccionados em cortes coronais de 40 ~m de

espessura, utilizando-se criomicrotomo de congelament05• Cinco series de cortes foram coletadas

para cada animal em placa de acrflico (25 cavidades) com solU9ao anticongelante e armazenadas a

-200 C.

4.5 Procedirnentos irnunoistoquirnicos

Uma serie de cortes de cada animal (n = 5) foi submetida a rea9ao de imunoistoquimica

contra a protefna c-fos.

4.5.1 Irnunoistoquirnica contra a proteina Fos.

A detec9ao imunoistoquimica da proteina Fos tern se revelado urn metodo bastante

valioso para analisarmos as popula90es neurais particularmente mobilizadas frente a uma

dada condi9ao comportamental (MORGAN; CURRAN, 1991). Apos noventa minutos do

inicio do teste comportamental, quando temos 0 pica da expressao da proteina Fos

(MORGAN; CURRAN, 1991), as maes foram submetidas a perfusao transcardiaca, descrita

anteriormente e, foi avaliada a expressao da protefna Fos.

Uma sene de cortes de cada animal foi submetida a rea9ao de imunoistoquimica para

detec9ao da proteina c-fos. Ao serem removidos da solU9ao anti-congelante onde estavam

armazenados, os cortes foram lavados em tampao fosfato de potassic (KPBS, 3 x 10 min). Em

seguida foram imersos durante 30 min em solU9ao de peroxido de hidrogenio (H202 0,3 %),

Triton6 (0,3 %), e KPBS, e depois foram submetidos a 31avagens de 10 min. ern KPBS. A seguir,

foram incubados por 40 min. em solu9ao "blocking" (1:33) contendo KPBS, Triton (0,3 %), e

soro normal de cabra7 (NGS 5 %). Apos esse periodo, foi pipetado nesta solU9ao "blocking" 0

anticorpo primario anti-c-Fos (AB-5)8 (dilui9ao 1:10.000) e a incubacao foi de 48 h. Durante a

incuba9ao os cortes permaneceram em recipientes de 1,5 mL, posicionados em agitador protegido

da luz. Apos a incuba9ao, os cortes foram submetidos a lavagens em KPBS (3 x 10 min) e,

posteriormente, incubados em solU9ao com anticorpo secundario, feito em cabra contra coelho,

por 90 min. Esta solU9ao foi composta por Triton (0,3 %), KPBS e anticorpo secundari09

5 SM 2000 R, Leica, Alemanha
6 Amresco, S6lon, OH, EUA
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biotinilado (diluiyao 1:1000). Os cortes foram novamente submetidos a lavagens com KPBS (3 x

10 min) e outra incubayao (90 min) com complexo avidina-biotina-peroxidaselo 1 %.A seguir, os

cortes foram submetidos a lavagens em KPBS (3 x 10 min). Por fim, foi realizada, por 5 minutos,

a reayao de imunoperoxidase com 3,3-diaminobenzidina (DAB) II, diluido em soluyao KPBS 0,02

M, niquel sulfato de am6nio (NAS)12 e per6xido de hidrogeniol3 (H202). Assim, os cortes foram

incubados ate que obtivessem a cor marrom claro / purpura. Ap6s esta reayao, os cortes foram

submetidos a lavagens em KPBS (3 x 10 min).

Depois de montados em laminas previamente gelatinizadasl4, os cortes foram submetidos

ao processo de desidratayao em concentrayoes crescentes de alcoois (50 %, 70 %, 95 %-1, 95 %-

II, 100 %-1, 100 %-11, 100 %-IJI, 3 min cada) e diafanizayao em xilol (xilol-l, 3 min, xilol-II, 30

min). Ap6s secagem, as laminas foram recobertas com DPXI5 e laminula.

4.5.2. Colora~io em Nissl

Os cortes foram desidratados, iniciando-se com a agua seguida por uma sequencia

crescente de concentrayoes de alcoois (50 %, 70 %, 95 %-1, 95 %-11- 3 min em cada; 100 %-1,

100 %-II, 100 %-IJI- 5 min em cada), diafanizados em xilol (xilol-l, 5 min, xilol-II, 10 min) e,

novamente hidratados do xilol (xilol-I -3 min) ate a agua, passando pelas imers5es em

concentrayoes decrescentes de alcoois (100 %-III, 100 %-II, 100 %-1- 3 min em cada; 95 %-II, 95

%-1, 70 %,50 % - 2 min em cada). A seguir, os cortes foram imersos em tionina16 (20 segundos)

e, ap6s este, foram mergulhados em agua destilada para retirada do excesso de corante. Os cortes

foram submetidos it nova desidratayao, da agua ate 0 xi101, 3 min em cada, para posterior

montagem com DPX e laminula.

7 Chemicon International, Inc., EUA

8 Anti c-Fos (AB-5), Calbiochem, Inc. CA, USA

9 Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA

10 ABC Kit Vectastain Elite Standard, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA

II Merk Laboratories, Darmstadt, Alemanha

12 Sigma, St Louis, MO, EUA

13 Labsynth, Diadema, SP, BRASIL

16 Fisher scientific
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14 Gelatina - Sigma, St Louis, MO, EUA

15 BDH Laboratories Supplies, Poole, England

4.5.3. Analise qualitativa de neuronios c-Fos imunoreativos (IR)

Para determinar nucleos e regioes a serem submetidas it contagem de neuronios c-Fos-IR,

foi realizada, inicialmente, uma analise qualitativa dos cortes, para identificar a distribui<;ao da

marca<;ao neuronal. A analise histol6gica foi realizada em microscopia de campo claro (E-1000,

Nikon Eclipse Corporation), e camera digital17 para urn microcomputador, utilizando-se objetiva

com aumento de lOx, e 0 Atlas of the developing rat nervous system (pAXINOS et aI., 1994) e de

uma serie corada com tionina, metoda de Nissl.

o nUmero de neuronios c-Fos-IR em uma area retangular pre-determinada foram

quantificados atraves do metodo de contagem manual com auxflio de software especifico para

anal ise de imagem 18 considerando a seguinte padroniza<;ao:

+: de 1 a 10 neuronios c-Fos-IR (baixa densidade)

++: de 11 a 20 neuronios c-Fos-IR (media densidade)

+++: mais de 21 neuronios c-Fos-IR (alta densidade)

Foram considerados apenas os neuronios c-Fos-IR que apresentaram nucleo com formato

oval ou elips6ide, com marca<;ao evidente preta ou marrom-escura (Figura 6).

17 Nikon, DXM 1200F
18 Image Pro-Plus, version 5.1, Media Cybernetics, Silver Spring, MA, EUA
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Figura 6. Padrao de contagem e avalia9ao qualitativa. Fotomicrografias em campo claro
(200flm) evidenciando a imunorreatividade a Fos e 0 criterio utilizado para
padroniza9ao da analise qualitativa: (A) +: de 1 a 20 neuronios c-Fos-IR; (8) ++: de
11 a 20 neuronios c-Fos-IR; (C) +++: mais de 21 neuromos c-Fos-IR; seta preta:
neuronios c-Fos-IR considerado na contagem; seta vermelha: neuromos c-Fos-IR nao
considerado na contagem. 3V: terceiro ventriculo; PH: area hipotalfunica posterior.
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5 ANALISE ESTATisTICA

Foi utilizado 0 teste t-Student's para as compara90es do tempo gasto com os

comportamentos maternos. Os dados foram expressos como media ± erro padrao (X ± DP). 0

nivel de significancia foi de p :$; 0.05.

6 RESULTADOS

Experimento 1: "Monitoramento da intera~ao da mae com os filhotes ao longo do dia."

Ratas em lacta9ao foram monitoradas por uma dimera de video durante 24 horas e

toda a intera9ao com os filhotes foi registrada e analisada no terceiro (n = 10) e no quinto (n =
10) dias de lacta9ao, sendo 12 horas durante 0 periodo claro do dia (06hOO- 18hOO)e 12 horas

no perfodo do escuro (18hOO- 06hOO).

6.1 Resultados e discussao do Experimento 1

Em ratas, a mudan9a do perfodo de nulipara para multipara leva a uma serie de

modifica90es, permanentes ou nao, sobre 0 sistema nervoso (SN), voltadas para os cuidados

pessoais e com a prole. A plasticidade cerebral que ocorre durante a prenhez, e inerente as

femeas e e resultado de uma significativa a9ao hormonal sobre 0 SN (KINSLEY; AMORY-

MEYER, 2011) estimulada ainda pela presen9a dos filhotes (FLEMING; CORTER, 1988;

FLEMING, 1986; NUMAN, 1988; PEDERSEN, 1995; STERN, 1997) que constitui em

respostas adaptativas a maternidade favorecendo a capacidade de aprendizagem it nova

situa9ao em que a femea agora se encontra.

Em condi90es naturais, os eventos hormonais relevantes ocorrem na segunda semana
da gesta9ao e inclui 0 aumento dos niveis de estrogeno, 0 qual e essencial para 0 infcio do

comportamento materna (ROSENBLATT, 1994; BRIDGES, 1996). 0 aumento do estrogeno

e a consequente expressao do comportamento materno (ROSENBLATT, 1994; NUMAN,

1997; FAHRBACH; PFAFF, 1986; GIORDANO et aI., 1989) sao mediados, em parte, por

efeitos sobre 0 sistema ocitocinergico (PEDERSEN, 1997; BALE et aI., 1995), uma vez que 0

estrogeno aumenta a liga9ao aos receptores de ocitocina. Administra9ao

intracerebroventricular de ocitocina estimula rapidamente 0 comportamento maternal em ratas

virgens (PEDERSEN; PRANGE, 1979; PEDERSEN, et aI., 1982). 0 efeito da oxitocina e
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abolido pela quando as femeas sao ovariectomizadas e reintegrado com 0 tratamento com

estrogenio. A infusao de ocitocina diretamente na area pre-optica medial (MPA) aumenta a

expressao do comportamento materna (PEDERSEN et aI., 1994).

No presente estudo, ratas lactantes diferem quanta it ocorrencia e 0 tempo gasto com

os comportamentos matemos ao longo dos dias apos 0 parto (Tabela 1 e 2). De acordo com os

resultados, observa-se que as ratas no 3° e 5° dias de lacta<;aogastam urn periodo consideravel

do dia (Figura 7 e 8) amamentando, sendo 0 tempo gasto maior durante 0 periodo claro do dia

(37 % no terceiro dia e, 31,7 % no quinto dia). Esses dados corroboram pesquisas anteriores

de Slamberova et at. (2001) que demonstraram em seus estudos diferen<;as nos cuidados

matemais e nao maternais durante as fases do dia, claro ou escuro, sendo a frequencia da

amamenta<;ao maior durante 0 periodo claro do dia quando comparado ao periodo escuro; e

ainda, os cuidados nao maternais, ou seja, aqueles direcionados a propria mae, como comer,

auto-Iimpeza e forragear, ocorrem com maior frequencia durante 0 ciclo escuro.

Segundo Frances et at. (2003) que avaliaram comportamentos maternos durante os

dez dias logo apos 0 parto os comportamentos de lamber e amamenta<;ao com cifose e

significativamente maior do terceiro ao oitavo dia de lacta<;ao,em rela<;aoao none e decimo

dias.

o comportamento maternal consiste de atividades locomotoras ativas, como, busca de

filhotes e lamber, seguido de posturas de amamenta<;ao. A postura de amamenta<;ao mais

caracteristica, especialmente no infcio da lacta<;ao (STERN; LEVINE, 1972), e a posi<;ao

arqueada, recentemente chamada de "cifose" (STERN, 1996a), a qual e iniciada pela

estimula<;ao da regiao ventral, principalmente pela suc<;ao (STERN; JOHNSON, 1990;

STERN et al.,1992; STERN, 1996a). Lordose e cifose sao caracterizadas pela simetria

bilateral do apoio rigido nas patas e dorso e ventro-flexao da coluna vertebral,

respectivamente.

Durante 0 perfodo claro, no 3° dia de lacta<;ao,observou-se que as ratas realizam mais

comportamentos de cuidados com a prole, como por exemplo, agrupamento de filhotes,

constru<;ao de ninho, amamenta<;ao. Enquanto no escuro, elas continuam amamentando e,

alem disso, realizam mais comportamentos de atividades gerais proprios, como self-grooming,

beber agua ou ficam paradas, em descanso (Figura 7; Tabela 1).

No 5° dia de lacta<;ao,seja no perfodo claro ou escuro, 0 tempo gasto de amamenta<;ao

das ratas sao semelhantes (Figura 8; Tabela 2). No entanto, observa-se que os
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comportamentos de agrupar e lamber ocorre de maneira significativamente maior quando

comparados ao 3° dia de lactayao (Tabela 3). No 5° dia, os filhotes estao com atividade

locomotora mais desenvolvida, 0 que poderia justificar 0 fato da mae ter que realizar

efetivamente comportamentos de busca e agrupamento. Em humanos, avaliar 0 papel da mae

na dinamica de interayao com os filhos e especialmente dificil. Assim, em modelos de

roedores, e possivel analisar as diferentes maneiras que os filhotes intluenciam na dinamica

social. Geralmente, a prole oferece interayoes sociais complexas lideradas pelo cuidador

primario, neste caso, a rata, que precisa exercer fortemente este papel, atraves da comunica<;ao

de sinais, demonstrayao de habilidades e comportamentos de abordagem (CROMWELL,

2011), como busca de filhotes e agrupamento.

As vias sensoriais que se dirigem para 0 interior do SN sao de suma importancia na

expressao do comportamento maternal da rata (KIMCHI et aI., 2007). Na maioria das

especies de mamiferos, 0 olfato e 0 primeiro sentido a se desenvolver durante a reproduyao

(LEVY et aI., 2004; SAKUMA, 2008) e esta relacionado aos mecanismos de escolha do

parceiro, reproduyao, comportamento sexual. 0 sistema 0lfat6rio esta localizado na poryao

mais rostral do telencefalo e 0 processamento das informayoes ocorre junto aos nucleos do

sistema limbico (BRUNJES et aI., 2005). 0 amplo tamanho do sistema 0lfat6rio em relayao

ao restante do SN de ratos atesta 0 valor de sua importancia.

Pode-se observar de acordo com os resultados obtidos que as ratas parecem convergir

para urn padrao de comportamentos realizados em sequencia por urn determinado periodo de

tempo, 0 que indicaria, por exemplo, que estimulos emitidos pelo filhote ou pelo ambiente,

poderiam condiciona-las a esse padrao de comportamento. Nelson e Panksepp (1996)

desenvolveram um estudo, em ratos, para avaliar a motivayao social do filhote, analisando

como a variayao nos cuidados maternos ou aiterayoes ambientais podem modificar a
percepyao dos estimulos sociais pelo filhote. Filhotes de ratos que receberam baixos niveis do

lamber materno e de grooming tiveram 0 aprendizado de reconhecer a mae atraves do odor

prejudicado em relayao a fi]hotes que receberam mais 0 comportamento de lamber e
grooming.

39



Tabela 1: Media do tempo (s) dos comportamentos maternos avaliados no periodo claro (12
h) e escuro (12 h) de ratas no 3° dia de lacta9i'io (n = 10).

Com portamento Tempo total claro Tempo total escuro (s)
(s)

Media±EP Media±EP
Forragear 4575 ± 526 3621 ± 505
Comer 969 ± 126 1993 ± 248*
Beber 1342 ± 201 852 ± 179
Auto-limpeza 1780 ± 273 3264 ± 406 *
Parada 7661 ± 288 9240 ± 481 *
Constru9i'io de ninho 811 ±456 419 ± 67
Agrupar 672 ± 319 371 ± 127
Lamber 2777 ± 628 1752 ± 646
Amamentar sem 16045 ± 2179 13279 ± 1160
cifose
Cifose 4467 ± 1590 6577 ± 1735

Dados apresentados em media ± EP. * = p < .05. Teste - t.
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Figura 7. Tempo, em segundos, gasto no 3° dia de lacta<;ao de ratas (n = 10) com os
comportamentos maternos avaliados. 0 dia foi dividido em periodo claro (12 h) e
escuro (12 h). Teste t de Student * p < .05
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Tabela 2: Media do tempo (s) dos comportamentos maternos avaliados no periodo claro (12
h) e escuro (12 h) de ratas no 5° dia de lactayao (n = 10).

Comportamento Tempo total claro (s) Tempo total escuro (s)
Media±EP Media±EP

Forragear 3687 ± 207 2539 ± 317 *
Comer 1041 ± 120 1169 ±121
Beber 1007 ± 102 1005 ± 105
Auto-limpeza 2430 ± 375 2790 ± 141
Parada 6750 ± 601 7320 ± 1023
Construyao de 505 ± 160 253 ± 52
ninho
Agrupar 1329 ± 236 1315 ± 70
Lamber 4241 ± 1697 4141 ± 1266
Amamentar sem 13727 ± 921 12868 ± 1121
cifose
Cifose 7408 ± 676 6109±937

Dados apresentados em media ± EP. * = p < .05. Teste-t.
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Figura 8. Tempo, em segundos, gasto no 5° dia de lacta9ao de ratas (n = 10) com os
comportamentos matemos avaliados. 0 dia foi dividido em perfodo claro (12 h) e
escuro (12 h). Teste t de Student * p < .05
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Tabela 3: Media do tempo (s) dos comportamentos expressos pela mae avaliados no periodo
claro (12 h) e escuro (12 h) no 3° (n = 10) e 5° (n = 10) dias de lacta<;ao.

Comportamentos/periodo Forragear Comer Beber Auto-limpeza Parada

3° dia

Claro (n = 10) 4575 ± 526 1993 ± 248 1342 ± 201 1780 ± 273 7661 ± 288
5° dia

(n = 10) 3687 ± 207* 1041 ± 120* 1007 ± 102 2430 ± 375 6750 ± 601 *
3° dia

Escuro (n = 10) 3621 ± 505 969 ± 126 852 ± 179 3264 ± 406 9240 ± 481
5° dia

(n = 10) 2539 ± 317* 1169 ±121 1005 ± 105 2790 ± 141 7320 ± 1023*

Comportamentos/periodo Constru<;ao de Agrupar Lamber Amamentar Cifoseninho
3° dia

Claro (n = 10) 811 ± 456 672 ± 319 2777 ± 628 16045 ± 2179 4467 ± 1590
5° dia

(n = 10) 505 ± 160 1329 ± 236 4241 ± 1697 13727 ± 921 7408 ± 676
3° dia

Escuro (n = 10) 419 ± 67 371 ± 127 1752 ± 646 13279 ± 1160 6577 ± 1735
5° dia

(n = 10) 253 ± 52 1315 ± 70* 4141 ± 1266 12868 ± 1121 6109 ± 937
Dados apresentados em media ± EP. * = P < .05. Teste-t.
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Experimento 2: Analise qualitativa de neuronios c-Fos imunoreativos (IR) ap6s cicio de

amamenta~ao de 30 minutos

No 5° dia de lactayao, os filhotes de cinco maes (n = 5) foram separados e submetidos

a anoxia. Apos a recuperayao dos filhotes, foram devolvidos as suas maes e permaneceram

durante 30 minutos em amamentayao. Toda a interayao mae-filhotes foi monitorada por uma

camera de video durante esse periodo de 30 minutos. Os parametros comportamentais foram

avaliados durante este periodo para poder correlacionar a ativayao das areas encefalicas fos-

IR com 0 comportamento materna realizado. Ap6s 30 min., as maes [oram separadas dos

filhotes, anestesiadas e submetidas a perfusao transcardiaca. Seus encefalos foram retirados e

submetidos aos procedimentos de imunoistoquimica anteriormente descritos.

6.2 Resultados e discussao do Experimento 2

Os padimetros comportamentais durante urn cicIo de 30 minutos de amamentayao de

ratas cujos filhotes sofreram ou nao anoxia foi avaliado. As maes cujos filhotes sofreram

insulto anoxico no 5 ° dia de lactayao apresentaram padroes de cuidados maternais diferentes

das do grupo Controle. Foi observado que as maes do grupo Anoxia realizaram mais os

comportamentos de forragear, auto-limpeza e lamber, enquanto que as maes do grupo

Controle gastaram maior tempo com amamentayao.

Os filhotes do grupo Anoxia foram devolvidos as suas respectivas maes ainda em

processo de recuperayao cardio-respiratoria. Para 0 inicio do comportamento materna e
necessario uma interayao mae-filhote que se inicia, afora os mecanismos fisiologicos

mediados por horm6nios maternos, atraves da vocalizayao dos filhotes e de movimentos

faciais e corporais (FUERTES et at, 2006). Uma vez que os filhotes encontravam-se em

processo de ressuscita<;ao, pouco exibiram vocaliza<;ao, 0 que pode ter levado a mae a realizar

mais comportamentos voltados a si mesma, como 0 forragear pela caixa-moradia e auto-

limpeza, comparadas as maes do grupo Controle. Entretanto, as maes do grupo Anoxia

realizaram mais 0 comportamento de lamber do que as do grupo Controle, 0 que demonstra

que apesar de nao compreender a nova situayao a qual esta sendo submetida (filhotes

desmaiados na caixa-moradia), ela e uma boa mae.

o comportamento de lamber filhotes e importante para 0 desenvolvimento de areas

relacionadas ao estresse. Champagne et at. (2004) demonstraram que filhotes que recebem
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poucos niveis do lamber materna apresentam, maior nivel de estresse e anormalidades em

sistemas neuroquimicos relacionados a comportamentos emocionais e, ainda, esses mesmos

filhotes demonstraram, a longo prazo, caracteristicas comportamentais de elevada ansiedade
e medo.

A analise qualitativa dos neuronios Fos-I nos grupos Anoxia e Controle esta

representada na tabela 5 e a distribuivao da imunorreatividade it. proteina Fos dos nucleos

marcados dos encefalos das ratas esta representada esquematicamente nas figuras de 9 a 14.

No grupo Anoxia houve alta densidade de celulas marcadas no cortex piriforme, na

parte ventral da area septal lateral, no nueleo caudado e putame, na parte ventral globo palido,

na regiao paraventricular do talamo, no nueleo ventro-medial do hipotalamo, na area pre-

optica medial do hipotalamo, e na substancia cinzenta periaquedutal. Moderada densidade de

celulas marcadas foi encontrada no tuberculo olfatorio e na parte dorsal da area septal lateral,

baixa densidade de marcavao foi encontrada, na amigdala, no nueleo acumbens.

No grupo Controle foi encontrada alta densidade de celulas marcadas no cortex

piriforme, no nucleo caudado e putame e na area pre-optica medial do hipotalamo; moderada

densidade de marcavao foi encontrada no tuberculo olfatorio, na parte ventral da area septal

lateral, na parte ventral globo palido, na regiao paraventricular do talamo e na substancia

cinzenta periaquedutal; baixa densidade de marcavao na parte dorsal da area septal lateral e no
nueleo acumbens.

Numerosas areas do cerebro respondem a estimulos coordenados por hormonios da

hipofise com 0 objetivo de preparar a mae para a nova fase em que ela se encontra. Sabe-se

que a MPA e particularmente importante para que este estimulo inicial ocorra (NUMAN,

1994). Lesao na MPA prejudica drasticamente os comportamentos de busca e retirada de

filhotes (NUMAN, 1974), bern como reduz a motivavao fisica das maes (LEE et aI., 2000).

Administravao de estrogeno na MPA promove resposta maternal em ratas virgens (NUMAN

et aI., 1977) sugerindo que 0 surgimento do comportamento materna no inicio do parto e

produzido, inicialmente, por neuronios sensiveis a estrogeno presentes na MPA. No presente

estudo, apes 0 insulto anexico os filhotes foram devolvidos as maes ainda em fase de

recuperavao, portanto, a elevada intensidade de marcavao nessa regiao, demonstra intensa

atividade maternal em relavao a sua prole, esta, pouco responsiva, demonstrando que a

motivavao materna e fator predisponente.
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Houve intensa marca9ao de celulas no cortex piriforme tanto nas maes do grupo

anoxia quanto naquelas do grupo controle. Esta regiao e urn dos primeiros destinos da

informa9ao olfatoria em mamiferos e e critica para a percep9ao dos odores (BEKKERS;

SUZUKI, 2013). 0 cortex piriforme conecta-se atraves de sinapses com regi6es adjacentes,

como 0 nucleo endopiriforme, nucleo olfatorio anterior, tuberculo olfatorio e amigdala

(NEVILLE; HABERLY, 2004; LUNDSTROM et ai., 2011; HAGIWARA et ai., 2012).

A ativa9ao de celulas IR-fos no tuberculo olfatorio tanto nas maes cujos filhotes

sofreram anoxia quanta nas maes do grupo controle demonstra a importancia desta regiao

para que 0 inlcio da intera9ao mae-filhote ocorra, a qual e essencial para que 0

comportamento materna seja exibido. 0 sistema olfatorio regula 0 comportamento materno,

entretanto existem outras vias neurais que tambem estao envolvidas no controle da intera9ao

mae-filhotes atraves do odor. Estudos demonstram que ratas virgens expostas a filhotes nao

exibem comportamento maternal, demonstrando inclusive aversao ao seu odor. Quando

expostas ao odor dos filhotes, logo apos 0 parto, essas ratas exibem comportamentos

maternais, urn conjunto de respostas cruciais para sobrevivencia dos filhotes

(ROSENBLAIT; MAYER, 1995). A plasticidade desse sistema ocorre em algumas especies,

como em ratas virgens, hamsters e gerbils (rata do deserto) que quando expostas

repetidamente a odor de filhotes, exibem comportamento maternal (SIEGEL;

ROSENBLATT, 1980), porem em coelhas virgens, isso nao ocorre (GONZALEZ-

MARISCAL, 2001). Interessante e que se 0 bulbo olfatorio de coelhas for removido, 0

comportamento maternal e exibido (CHIRINO et a!., 2000; GONZALEZ-MARSICAL,

2001), sugerindo que 0 sistema olfatorio controla 0 comportamento materna atraves de

conex6es com outras areas encefalicas, como 0 nucleo medial da amigdala, 0 hipotalamo e a

substancia cinzenta periaquedutal (NUMAN, 2006).

No presente estudo houve intensa marca9ao de celulas fos-JR na regiao da PAGI e

PAGvl das maes do grupo Controle em rela9ao ao grupo Anoxia. E ainda, em rela9ao aos

comportamentos maternais avaliados, as maes do grupo Controle amamentam durante urn

perfodo de tempo maior (com ou sem cifose) em rela9ao as do grupo Anoxia, entretanto, neste

ultimo, as maes realizaram mais 0 comportamento de lamber filhotes e auto-limpeza em

rela9ao as maes do grupo Controle. PAGI e PAGvl sao de suma importancia para a resposta

comportamental de femeas de ratos durante varias fases do cicio reprodutivo, pois atua em
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sitios da integras;ao sens6rio-motora para postura de lordose (LONSTEIN; STERN, 1998),

exibida quando a femea esta receptiva ao macho, e de cifose (LONSTEIN; STERN, 1997),

postura onde a femea apresenta-se com a coluna arqueada em resposta ao estimulo de sucs;ao

(STERN, 1996; STERN et aI., 1992; STERN; JOHNSON, 1990). Assim, as maes que

euidaram de filhotes anoxiados nao tiveram estimulos para exibir 0 reflexo postural de eifose,

entretanto, nao prejudicou euidados maternais voltados diretamente aos filhotes, pois 0

eomportamento de lamber foi exibido.

A intensa marca<;ao no VP das maes cujos filhotes sofreram anoxia e moderada

mareas;ao das maes do grupo Controle sugere a participas;ao desta regiao no eomportamento

materno. Existem evideneias que a MPA/vBST regula a resposta materna voluntaria atraves

de conexoes com 0 sistema mesolimibico dopaminergieo (NUMAN, 2006; 2007). Numan e

Stolzenberg (2009) sugerem que urn cireuito neural hipotetieo regula 0 eomportamento

materna e eonsiste num circuito de reeompensa entre area tegmental ventral, nueleo

acumbens, palido ventral e area pre-6ptiea medial e 0 nueleo "bed" da estria terminal. Vma

vez que 0 VP envia projes;oes para areas motoras do troneo eneefalieo, a ativas;ao desta regiao

no presente estudo demonstra 0 envolvimento motivaeional motor relaeionado ao euidado
materno.

Houve baixa marcas;ao de celulas em ambos os grupos estudados na regiao do nueleo

aeumbens. As interas;oes ap6s 0 parto com filhotes aumenta a liberas;ao de dopamina no

nueleo aeumbens (HANSEN et aI., 1993), e lesoes prejudieam alguns cuidados maternais, tais

como, os eomportamentos de busca de filhotes e lamber (HANSEN et aI., 1991; LEE et aI.,

2000).

Nos nueleos hipotalftmieos de ratas cujos filhotes sofreram anoxia houve intensidade

de marca<;ao moderada no periventricular e ventro-medial, e intensa no nueleo posterior,

eomparados ao grupo Controle. A ativas;ao do VMH corrobora estudos anteriores que

demonstram que 0 VMH participa do circuito neural motivacional do comportamento materna

juntamente com a MPA, BST (NUMAN; INSEL, 2003; NUMAN, 2009). Sabe-se que 0

hipotalamo esta intimamente envolvido em eventos de estresse e ansiedade (DARNAUDERY;

MACCARI, 2008; LUPIEN et aI., 2009). 0 estresse ao qual a mae foi submetida quando seus

filhotes foram devolvidos ap6s insulto an6xico pode ter modificado padroes do

comportamento maternal ativando essas regioes.
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Tabela 4: Media do tempo (s) dos comportamentos maternos avaliados durante urn cicio de
30 min. de amamentayao de ratas com filhotes Anoxia (A, n = 10) e Controle (C, n = 10).

Comportamento C A
Media±EP Media±EP

Forragear 85 ± 9,0 279 ± 20 *
Comer 77 ± 6,3 45 ± 3,0
Beber 96 ± 8,1 77 ± 5,6
Auto-limpeza 198±17,2 272 ± 15,7 *
Parada 50 ± 3,1 67 ± 5,4
Construyao de ninho 126 ± 7,8 154 ± 10,0
Agrupar 232 ± 12,3 178 ± 14,2
Lamber 120 ± 9,8 308 ± 22,0*
Amamentar sem 276 ± 13,6 * 180 ± 11,2
cifose
Cifose 530 ± 35,7 * 233± 13,8

Dados apresentados em media ± EP. * = p < .05. Teste-t.
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Tabela 5: Analise semi-quantitativa dos neuronios fos-IR de ratas dos grupos Controle (C, n

= 5) e Anoxia (A, n = 5).

Regioes do encefalo C A

Cortex cerebral

Pir (cortex piriforme) +t+ +t+

Tu (tuberculo olfatorio) ++ ++

Regiao septal

LSV (parte ventral) ++ +t+

LSD (parte dorsal) + ++

Nucleos da base

CPu (nucleo caudado e putame) +t+ +++

VP (parte ventral do palido) ++ +++

AcbC (nucleo acumbens) + +

Talamo

PV (paraventricular) ++ +++

Hipotalamo

Pe (zona periventricular) + +

VMH (nucleo ventro-medial) ++ +t+

PH (posterior) ++ +t+

MPA (area pre-optica medial) +t+ ++

MesencCfalo

PAGI (parte lateral da substancia cinzenta periaquedutal) ++ +t+

PAGvl (parte ventrolateral da substancia cinzenta +++ ++
periaquedutal)
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Figura 9. Fotomicrografias em campo claro (4 x) de cortes coronais (30 flm) de ratas reagidos
contra protefna Fos evidenciando a regiao do cortex piriforme (A, B, C) e do nucleo
acumbens (D, E, F). A e D: corte reagido pelo metodo de Nissl; BeE: grupo
Anoxia; C e F: grupo Controle. Barra de escala 500 flm.
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Figura 10. Fotomicrografias em campo claro (4 x) de cortes coronais (30 Jlm) de ratas
reagidos contra proteina Fos evidenciando a regiao do tuberculo olfatorio CA, B,
C) e do nucleo caudado e putame (D, E, F). A e 0: corte reagido pelo metodo de
Nissl; BeE: grupo Anoxia; C e F: grupo Controle. Barra de escala 500 Jlm.
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Figura 11. Fotomicrografias em campo claro (4 x) de cortes coronais (30 flm) de ratas reagidos
contra protefna Fos evidenciando a area septal. MS: nucleo septal, parte medial;
LSD: nucleo lateral septal, parte dorsal; LSV: nucleo lateral septal, parte ventral. A:
corte reagido pelo metodo de Nissl; BeD: grupo Anoxia; C e E: grupo Controle.
Barra de escala 500 flm.
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Figura 12. Fotomicrografias em campo claro (4 x) de cortes coronais (30 11m)de ratas reagidos
contra proteina Fos evidenciando a regiao ventral do palido (VP) (A, B, C) e regiao
paraventricular do talamo (D, E, F). A e 0: corte reagido pelo metodo de Nissl; B e
E: grupo Anoxia; C e F: grupo Controle. Barra de escala 500 11m.
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Figura 13. Fotomicrografias em campo claro de cortes coronais (30 11m) de ratas reagidos
contra proteina Fos evidenciando a regiao a substancia cinzenta periaquedutal
(PAG) (A, B, C) A: corte reagido pelo metoda de Nissl; B e C: grupo Anoxia (4
x; 10 x, respectivamente); 0 e E: grupo Controle (4 x; 10 x, respectivamente).
Barra de escala 500 11m.

59



A

ac

3V

B
ac

Figura 14. Fotomicrografias em campo claro de cortes coronais (30 Jlm) de ratas reagidos
contra proteina Fos evidenciando a area pre-optica medial (MPA). A: corte
reagido pelo metodo de Nissl; BeE: grupo Anoxia (4 x; lOx, respectivamente);
DeE: grupo Controle (4 x; lOx, respectivamente). Barra de escala 500 Jlm.
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Figura 15. Fotomicrografias em campo claro de cortes coronais (30 Jlm) de ratas reagidos
contra proteina Fos evidenciando 0 hipotalamo. A: corte reagido pelo metodo de
Nissl; BeE: grupo Anoxia (4 x; lOx, respectivamente); DeE: grupo Controle (4
x; lOx, respectivamente). Barra de escala 500 Jlm.
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7CONCLUSAO

A analise de 24 horas do comportamento maternal no 3° e 5° dias de lactayao demonstrou que

as ratas passam cerca de 30 % do seu tempo durante 0 perfodo claro amamentando.

Durante 0 perfodo claro do 3° dia as maes realizam mais cuidados voltados a prole, como

agrupamento de filhotes, construyao de ninho e amamentayao, enquanto que no escuro alem

de amamentar, realizam comportamentos voltados a ela mesma, como auto-Iimpeza,

forrageamento. No 5° dia de lactayao, seja no claro ou no escuro, a mae dedica-se de maneira

semelhante a amamentayao. Entretanto, os comportamentos de agrupamento e lamber filhotes

sao realizados com mais frequencia quando comparado com 0 3° dia de lactayao.

o insulto an6xico no 5° dia de lactayao promoveu diferenya nos parametros de

comportamento materno. Maes com filhotes do grupo An6xia realizaram mais

comportamentos de forragear, auto-limpeza e lamber, quando comparadas as maes que

cuidaram de filhotes do grupo Controle, que realizaram mais 0 comportamento de amamentar.

A ativayao das areas encefalicas fos-IR maternas mediante insulto an6xico nos filhotes

demonstrou que 0 c6rtex piriforme, 0 tuberculo 0lfat6rio, nucleo caudado e putame e da area

pre-6ptica medial das maes estao ativadas de maneira semelhante em ambos os grupos.

A regiao ventral da area septal lateral, a regiao ventral do palido, a regiao paraventricular do

hipotalamo e a substancia cinzenta periaquedutal apresentaram elevada marcayao nas maes

cujos filhotes sofreram an6xia quando comparadas ao grupo Controle, que apresentou

marcayao moderada.

Os achados do nosso estudo, em ratos, podem contribuir para uma melhor compreensao de

.padroes do comportamento maternal ap6s insulto an6xico e ativayao das areas encefalicas

com parametro comportamental avaliado. A manipulayao dos filhotes atraves da privayao de

oxigenio pode levar a efeitos diretos na interayao mae-filhotes, podendo levar a alterayoes

comportamentais a longo prazo.
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CAPiTULOn

Efeito da anoxia sobre 0 desenvolvimento somatico e sensorio-motor dos flIhotes.
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RESUMO

o objetivo deste estudo foi analisar a influencia da anoxia no desenvolvimento somatico e na
ontogenese de reflexos dos filhotes machos. Ratas Wistar foram acasaladas (2:1). Urn dia
apos 0 parto 8 neonatos machos foram selecionados e mantidos com suas maes do 10 ao 210

dia pos-natal (dpn). As maes foram divididas em dois grupos: 1 - Grupo anoxia (A, n = 20),
cujos filhotes sofreram insulto anoxico no 5° dia de lacta~ao, e 2 - Grupo controle (C, n = 16).
Para a anoxia, a dimara foi saturada completamente com nitrogenio 100% a urn fluxo de
3L1minuto e pressao proxima it pressao atmosferica (aproximadamente 101,7 kPa). Os
animais foram entao colocados rapidamente na dimara, permanecendo durante 19 minutos
nestas condi~5es, tempo este considerado 0 tempo maximo para nao ocorrer morte massiva
dos neonatos. 0 grupo C foi apenas colocado na caixa experimental e, ao final dos 19 min.,
foram devolvidos as suas respectivas maes. 0 investigador "cego" desconhecia a que grupo
pertencia cada animal avaliado quanta ao: peso corporal (PC), eixo longitudinal do corpo
(EL), comprimento da cauda (CC), eixo latero-lateral do cranio (ELLC) e eixo antero-
posterior do cranio (EAPC). Tambem foram avaliados quanto ao aparecimento dos seguintes
reflexos: recupera~ao do decubito (RD), colocayao pelas vibrissas (CV), aversao ao precipfcio
(AP), geotaxia negativa (GN), resposta ao susto (RS) e acelerayao (A). Foi registrado 0 dia de
maturayao das caracteristicas fisicas: abertura do pavilhiio auricular (APA), abertura do
conduto auditivo (ACA), irruP9ao dos incisivos superiores (nS) e inferiores (III), e abertura
dos olhos (AO). Houve aumento no ganho de PC e maior crescimento do EL durante 0

perfodo de lacta9ao dos filhotes que sofreram anoxia em relayao ao grupo Controle. 0 ELLC
e EAPC dos filhotes do grupo A tambern se apresentou maior em relayao ao grupo C. Houve
atraso na ontogenese da maioria dos testes reflexos dos filhotes do grupo Anoxia. Os
resultados deste estudo demonstram os efeitos da anoxia sobre 0 crescimento somatico e
desenvolvimento sensorio-motor de ratos durante 0 desenvolvimento do SN, sugerindo que a
priva~ao de oxigenio na fase de crescimento rapido do encefalo pode ter consequencias a
longo prazo e isso vai depender da magnitude do insulto.
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1 INTRODUC;Ao

1.1 Desenvolvimento do sistema nervoso

Durante a ontogenese do sistema nervoso (SN), Morgane et al. (1978) identificaram

"perfodos criticos" de vulnerabilidade a agressoes. 0 primeiro periodo critico ocorre durante a

multiplica9ao e organiza9ao iniciais dos neuroblastos, os quais, em mamiferos acontece no

periodo pre-natal (MORGANE et al., 1993). 0 segundo periodo corresponde, no rato, it fase

de aleitamento (WlNICK; NOBLE, 1966), onde ha crescimento f<ipido do encefalo, com

migra9ao e diferencia9ao neuronal, sinaptogenese, multiplica9ao glial e mieliniza9ao

(DOBBING, 1964; MORGANE et aI., 1978). Tais eventos complexos e precisos dao origem

a intricados circuitos neurais essenciais para a integrayao da informayao sensorial e das

funyoes cognitivas (VITALIS; PARNAVELAS, 2003). Durante 0 desenvolvimento precoce

pas-natal, a formayao das sinapses e a ocorrencia de eventos regressivos, tais como, a morte

programada de celulas e 0 refinamento dos axonios, permitem a maturayao dos circuitos

nervosos. Esses eventos sao regulados por uma combinayao de fatores geneticos e

epigeneticos. Embora os genes sejam importantes na formayao do sistema nervoso central

(SNC), os fatores epigeneticos, ou seja, os neurotransmissores, neuropeptideos e fatores de

crescimento sao instrumentos fundamentais para 0 seu desenvolvimento (VITALlS;

PARNAVELAS, 2003). Assim, agressoes durante essas fases podem modificar os eventos

ontogeneticos sequenciais com efeitos diversos e persistentes sobre 0 SN (DOBBING, 1970;

MORGANE et aI., 1993).

No SNC de mamiferos 0 crescimento e diferenciayao de neuronios e celulas da glia

sao eventos predominantemente pas-natais (ALTMAN, 1967). As vias migratarias neuronais

desenvolvem-se em perfodos diferentes do desenvolvimento, por exemplo, neuronios

dopaminergicos surgem mais precocemente e mais rapidamente que neuronios

noradrenergicos e serotoninergicos (LOIZOU, 1972). Em ratos a quantidade de neuronios
dopaminergicos no primeiro dia de vida pas-natal e a mesma que na idade adulta, sendo a

proliferayao das vias terminais pobremente desenvolvidas neste ultimo caso (OLSON;

SEIGER 1972; VOORN et al., 1988). Fibras dopaminergicas comeyam a invadir 0

neoestriatum antes do nascimento (SEIGER; OLSON, 1973), os terminais axonicos alcanyam

picos de desenvolvimento por volta da quarta semana de vida pas-natal, porem urn

amadurecimento sa e alcanyado apas varias semanas de vida pas-natal (ANTONOPOULOS

et aI., 2002). Paralelamente, existem ondas naturais de mortes neuronais pas-natais que

65



aumentam a susceptibilidade de sobrevivencia dos neuronios em situac;oesde perda energetica

(00; BURKE, 1997; ANTONOPOULOS et aI., 2002).

Os primeiros neuronios serotoninergicos, em ratos, aparecem entre 12° e 14° dias da

gestac;ao (LAUDER; BLOOM, 1971). Em todas as especies estudadas 0 sistema

serotoninergico atinge seu pico de atividade durante os eshigios precoces do desenvolvimento

diminuindo progressivamente na vida adulta, por morte neuronal (HEDNER et aI., 1986;

TOTH; FEKETE, 1986; WHITAKER-AZMITIA, 2001). Durante 0 desenvolvimento do SN

a 5-HT age possivelmente como urn fator neuronal trafico, atuando em seus multiplos

receptores, promovendo a auto-regulac;ao do desenvolvimento dos neuronios serotoninergicos

e participando do desenvolvimento de tecidos-alvo (HAMON; EMERIT, 1989; WHITAKER-

AZMITIA et aI., 1996; LAUDER et aI., 1990). Em animais adultos, os neuronios

serotoninergicos 10calizados nos nucleos da rafe no tronco encefalico participam de

mecanismos respi ratarios, termorreguladores e do controle autonomico (HODGES et aI.,

2008; RAMAGE; VILLALON, 2008; CORCORAN et al,. 2009).

Entre os fatores externos que podem alterar 0 crescimento e 0 desenvolvimento do SN

estao as alterac;oes nutricionais, manipulac;oes farmacolagicas dos sistemas de

neurotransmissores e hip6xia/an6xia perinatal. Drasticas mudanc;as morfofuncionais podem

ocorrer em neuronios quando essas agressoes ocorrem nesta etapa vulneravel (MANHAES-

DE-CASTRO et aI., 2001), sendo tais alteraC;oes irreversiveis ou nao, dependendo da

magnitude da agressao e dos fatores ambientais aos quais foram submetidos os individuos

(LEVITSKY; BARNES, 1972).

A interrupC;aotemporaria de oxigenio implica urn desafio metab6lico arriscado sempre

que 0 insulto nao culmina em desfecho fatal. A mudanc;a radical de urn metabolismo aer6bio

para urn anaer6bio menos eficiente resultando em reduc;ao da taxa de formac;ao de ATP
(LUBEC et aI., 2000), acumulo de lactato (CHEN et aI., 1997), diminuic;aodo pH (LUBEC et

al. 2000). Deficit de ATP implica em enfraquecimento da bomba de transporte de eletrons

(NUMAGANI et al., 1997), aCUmulode calcio intracelular (AKHTER et aI., 2000) e, em caso

prolongado, fragmentac;aodo DNA (AKHTER et aI., 2001).

Asfixia perinatal ainda ocorre com frequencia quando 0 parto e prolongado, apesar dos

avanc;os nos cuidados perinatais (BERGER; GARNIER, 2000; VOLPE, 2001; LOW, 2004;

VANNUCI; HAGBERG, 2004). A incidencia mundial e de cerca de 2 a 6 a cada 1000

66



nascidos vivos (de HANN et aI., 2006), alcan9ando taxas maiores nos paises em

desenvolvimento (LAWN et aI., 2005). Ap6s a asfixia, as crian9as podem apresentar sequelas

neurol6gicas a longo prazo, cuja gravidade depende da gravidade da lesao. Asfixia grave tern

sido associada a paralisia cerebral, retardo mental e epilepsia, enquanto que asfixia moderada

associa-se a deficit de aten9ao e hiperatividade em crian9as e adolescentes (MANERU et aI.,

2005). Dentre outras regi5es cerebrais, os nucleos da base e hipocampo sao particularmente

vulneniveis a insultos hip6xico/an6xico neonatais (COWAN et aI., 2003; MlLLER et aI.,

2005; BARKOVICH, 2006) e na idade adulta (CALABRESI et aI., 2000; VENKATESAN;

FRUCHT, 2006).
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2 JUSTIFICATIV A

o presente estudo tern por o~jetivo avaliar a influencia da priva9ao de oxigenio

atraves de urn modelo de an6xia neonatal sobre a ontogenese de reflexos e 0 desenvolvimento

somatico de ratos neonatos. Ha poucos dados na literatura a respeito do desenvolvimento

sens6rio-motor e crescimento somatico durante fases criticas do desenvolvimento do sistema

nervoso central utilizando 0 modelo de an6xia neonatal deste estudo em ratos e, portanto, das

possiveis seqUelas comportamentais e motoras ap6s insulto an6xico. Desta maneira, faz-se

necessario compreender as consequencias decorrentes da priva9ao de oxigenio numa fase em

que 0 encefalo e vulneravel.
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30BJETIVOS

Este estudo tern como objetivo geral investigar 0 efeito da anoxia neonatal durante 0

desenvolvimento nipido do sistema nervoso central de ratos sobre 0 crescimento somatico e a

ontogenese de reflexos.

Os objetivos especificos deste estudo foram:

./ Analisar os efeitos da anoxia neonatal sobre:

- Evolu<;aoponderal;

- 0 aparecimento de caracteres fisicos, tais como: a abertura dos olhos, desdobramento do

pavilhao auricular, abertura do conduto auditivo e irrup<;§o dos incisivos inferiores e

superiores;

- 0 aparecimento completo de reflexos, tais como: geotaxia negativa, colOC<l9ffopelas

vibrissas, aversao ao precipfcio, recupera<yaode decubito, acelera<;aoe resposta ao susto;

- 0 crescimento dos eixos do cranio latero-Iateral e antero-posterior, 0 eixo longitudinal do

corpo e 0 comprimento da cauda.
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4 MATERIAlS E METODOS

4.1 Obten~ao dos Animais

Foram utilizadas ratas nuliparas (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar, com

aproximadamente 90 dias de idade, mantidas no bioterio do Instituto de Ciencias Biomedicas

III da Universidade de Sao Paulo. Os animais foram alojados em gaiolas de polipropileno

medindo 30 x 40 x 18 cm, em salas com sistema de ventilayao constante (23 ± 2°C) e cicIo de

luz de 12 h, claro e escuro (07hOO- 19hOO). Agua e comida foram fornecidas ad libitum

durante todos os experimentos. Todos os esforyos sao feitos para reduzir 0 sofrimento e 0

numero de animais utilizados. Os procedimentos descritos estao de acordo com os Principios

Eticos de Experimentayao Animal adotado pelo Colegio Brasileiro de Experimentayao

Animal (COBEA) e foram aprovados pela Comissao de Etica em Experimentayao Animal

(CEEA) (Protocolo n° 134, fls. 38 do livro 2 para uso de animais em experimentayao).

4.2 Acasalamentos e Padroniza~ao da Ninhada

No final do perfodo claro do dia, 2 ratas foram colocadas na gaiola de urn macho

sexualmente experiente para 0 acasalamento. Logo no inicio do perfodo claro do dia seguinte

e realizada a analise de citologia vaginal para confirmar a presenya de espermatoz6ides no

lavado vaginal, considerando este 0 dia 1 da prenhez. As ratas foram mantidas na mesma

gaiola, sendo separadas a poucos dias do parto. As ocorrencias de nascimentos foram

monitoradas diariamente ate as 14hOO.Ap6s este horario, os partos foram considerados como

tendo ocorrido no dia seguinte.

Urn dia ap6s 0 nascimento da prole (0 dia do nascimento foi considerado como dia

zero), 8 neonatos machos foram selecionados e mantidos com suas maes para amamentayao.

No 5° dia de iactayao, cinco (5) ratas tiveram suas respectivas ninhadas submetidas a

anoxia. Os animais foram divididos nos grupos: anoxia (Anox) e controle (C). Para

experimento de an6xia foi utilizado 0 mesmo protocolo descrito no capitulo I.

Ap6s a recuperayao dos animais (recuperayao da coiorayao, da respirayao e da

movimentayao ativa), que ocorreu em media 5 minutos ap6s a retirada da camara, estes foram

devolvidos para a mae e entao, 24 h ap6s a an6xia foram iniciados os testes reflexos.

o grupo controle foi exposto as mesmas condiyoes experimentais, sem, contudo haver

troca do ar dentro da camara, ou seja, permaneceram ao ar ambiente.
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4.3 Analise do crescimento somatico e desenvolvimento sensorio-motor

Para as avaliayoes, confonne procedimentos abaixo descritos, 0 investigador "cego"

desconhecia a qual grupo pertencia os filhotes.

4.3.1 Medidas de crescimento somatico e matura~ao de caracteristicas fisicas

As avaliayoes do crescimento somatico e do desenvolvimento sensorio-motor foram

realizadas do 6° ao 21° dias de vida dos animais, entre 12-14h. Os parametros indicadores de

crescimento somatico avaliados foram:

Eixo latera-lateral do cranio (ELLC) - Para obtenyao desta medida, os filhotes foram contidos

na mao do pesquisador, e este com 0 auxilio de urn paqufmetr09 obteve a distancia entre as

duas orelhas de cada animal (Figura 16A).

Eixo antera-posterior do cranio (EAPC) - Para obtenyao desta medida, 0 filhote foi contido na

mao do pesquisador e com auxilio do paquimetro foi aferida a distancia entre 0 focinho do

animal e a articulayao atlantoccipital (Figura 16B).

Eixo longitudinal do corpo (EL) - Para obtenyao desta medida, 0 pesquisador conteve 0

animal de encontro a uma superficie plana (mesa). Em seguida, com uma caneta de ponta

porosa, faziam-se marcas na mesa, coincidentes com 0 focinho (PI) e a base da cauda (P2) do

animal. Media-se entao, com a ajuda de urn paqufmetro, a distancia entre PI e P2 (Figura

16C).

Peso corporal (PC) - Foi aferido diariamente em balanya digitallO a fim de, entre outros

objetivos, estabelecer a evoluyao ponderal dos grupos experimentais durante 0 perfodo de

aleitamento (Figura 16D).

9 Starret, serie 125, precisao 0.05 mm
10 Marte, 8-100, sensibilidade 0.01 g
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Figura 16. Fotos dos procedimentos da analise do crescimento somatico: A - Eixo latero-
lateral do cranio; B - Eixo antero-posterior do cranio; C - Eixo longitudinal do
corpo; D - Peso corporal. (Fotografia de Antonio de Padua Pombo de Barros).

o registro da maturayao das caracteristicas fisicas seguiu os criterios estabelecidos por

Fox (1965) e Deir6 (2004, 2006). Para cada animal, foi anotado 0 tempo em dias desde 0

nascimento ate a maturayao da caracterfstica ffsica avaliada. Foram realizados os seguintes

procedimentos:

Desdobramento do pavilhao auricular (DPA) - Ao nascimento, 0 rato apresenta 0 pavilhao

auditivo fletido sobre a abertura que ira apresentar no desenvolvimento, ou ap6s 0

desenvolvimento completo, 0 6stio acustico externo. Assim, 0 DPA foi considerado no dia em

que a dobra, uma vez desfeita, tornou 0 pavilhao livre (Figura 17A).

Abertura do conduto auditivo (ACA) - A abertura do conduto auditivo foi considerada no dia

em que 0 6stio acustico externo pode ser visualizado (Figura 17B).

Irrupcao dos incisivos superiores (lIS) e inferiores (lIl) - Considerou-se 0 rompimento da

gengiva com exposi<;aoincisal, 0 dia da irrup<;aodos incisivos superiores e inferiores (Figura
17C).

Abertura dos olhos (AO) - Durante algum tempo ap6s 0 nascimento, os olhos do rato

permanecem fechados, totalmente encobertos pelas palpebras. Assim, esta caracterfstica foi

considerada madura no dia em que a abertura total das palpebras permitiu a exposiyao normal

dos olhos (Figura 17D).
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Figura 17. Fotos dos procedimentos das avalias;5es das caracteristicas fisicas: A -
Desdobramento do pavilhao auricular, B - Abertura do conduto auditivo, C -
Irrups;ao dos incisivos superiores e inferiores; D - Abertura dos olhos. (Fotografia
de Antonio de Padua Pombo de Barros).

4.3.2 Ontogenese de reflex os

A analise da maturas;ao de reflexos foi realizada com panlmetros anteriormente

descritos por Smart e Dobbing (1971) e Deiro (2004; 2006). Foi registrado 0 dia de

consolidayao dos reflexos de preensao palmar, recuperas;ao do decubito, colocas;ao pelas

vibrissas, aversao ao precipicio, geotaxia negativa, resposta ao susto e aceleras;ao. 0 dia de

consolidas;ao de cada reflexo foi considerado 0 primeiro apos tres dias consecutivos de seu

aparecimento. A avaliayao do desenvolvimento sensorio-motor (reflexos), utilizando-se

instrumentos elaborados ou existentes no laboratorio, foi procedida conforme descris;ao

abaixo:

Recuperacao de decubito (RD) - 0 rato foi colocado em decubito dorsal sobre uma superficie

plana. Considerou-se a resposta positiva, quando 0 animal girava 0 corpo e assumia 0

decubito ventral apoiado nas quatro patas, dentro de urn periodo maximo de lOs (Figura 18).
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Figura 18. Fotos do reflexo de recuperayao de decubito. A - 0 pesquisador mantem 0 rata
em decubito dorsal; B e C - Retirada da contenyao, 0 rato gira 0 tronco sobre 0

proprio eixo; 0 - Rato alcanya 0 decubito ventral apoiado sobre as quatro patas.
(Fotografia de Antonio de Padua Pombo de Barros).

Colocacao pelas vibrissas CCV) - 0 rato foi suspenso pela cauda de tal forma que suas

vibrissas tocassem levemente a borda de uma mesa. Considerou-se a respoo~a positiva,

quando 0 animal, no tempo maximo de lOs, colocava as patas anteriores sobre a mesa

tentando caminhar (Figura 19).

Figura 19. Fotos do reflexo de colocayao pelas vibrissas. A - 0 pesquisador segura 0 rato
pela cauda de modo a permitir que suas vibrissas toquem a borda de uma
mesa, assim, 0 rata inclina seu corpo em direyao it mesa; B - 0 rato apoia as
patas anteriores e e capaz de realizar movimentos de marcha. (Fotografia de
Antonio de Padua Pombo de Barros).
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Aversao ao precipicio (AP) - 0 animal [oi colocado com as patas dianteiras sobre a borda de

uma superficie plana e alta (mesa) de maneira a detectar 0 precipicio. Considerou-se a

resposta positiva quando 0 animal, no tempo maximo de lOs, deslocava-se 45° para um dos

lados caracterizando aversao ao precipfcio (Figura 20).

-

Figura 20. Fotos do reflexo de aversao ao precipfcio; A - 0 rato e colocado proximo a borda
da mesa, de forma que suas patas anteriores toquem esta borda, B - 0 animal
retrai 0 corpo, fazendo uma rota9ao lateral do tronco, C - Masta-se da mesa.
(Fotografia de Antonio de Padua Pombo de Barros).

Oeotaxia negativa (ON) - 0 animal foi colocado no centro de uma rampa de 45° de inclina9ao

com a cabe9a no sentido descendente. A resposta reflexa foi considerada positiva quando 0

animal, num perfodo maximo de lOs, foi capaz de girar 0 corpo posicionando a cabe9a em

sentido ascendente (Figura 21).

Figura 21. Fotos do reflexo de geotaxia negativa; A - 0 rato e colocado numa rampa
inclinada (45°) com a cabe9a voltada para baixo, B - Animal realizando retorno
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com rota~ao lateral do tronco, C - Posicionamento da cabe~a para a por~ao
superior da rampa. (Fotografia de Antonio de Padua Pombo de Barros).

Resposta ao susto (RS) - 0 rata foi submetido a urn estampido agudo, produzido pela

percussao de duas estruturas metalicas a uma distancia aproximada de 10 cm do animal. A

resposta foi considerada positiva, quando ocorria uma simultanea retra~ao com imobiliza~ao

nipida e involuntaria do corpo do animal, caracteristica do susto (Figura 22).-

Figura 22. Estudo do reflexo de res posta ao susto. Com a batida de um bastao sobre urn
recipiente metalico, produz-se urn rufdo sub ito e 0 animal se retrai e apresenta
tremor. (Fotografia de Antonio de Padua Pombo de Barros).

Aceleracao CA) - 0 rata foi segura pelas quatro patas com 0 dorso voltado para baixo a uma

distancia de 30 cm de urn leito de espuma sintetica (30 x 12 cm). 0 animal era entao solto e

observou-se sua queda livre. A resposta foi considerada positiva quando, durante a queda, 0

animal girava completamente 0 corpo apoiando-se sobre as quatro patas na espuma (Figura 23).
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Figura 23. Estudo do reflexo de acelerayao. A - 0 rato e solto de uma altura de 30 cm. B -
Gira sobre 0 pr6prio eixo durante a queda, apoiando-se nas 4 patas ao atingir 0

solo. (Fotografia de Antonio de Padua Pombo de Barros).

5 ANALISE ESTATisTICA

Foi utilizado 0 teste t-Student's para as comparayoes do crescimento somatico e

aparecimento de reflexos. Os dados foram expressos como media ± erro padrao (X ± EP). 0

nivel de significancia foi de p S;; 0.05.

6 RESULTADOS

6.2 Ontogenese de reflexos e desenvolvimento somatico

o ganho de peso corporal e 0 crescimento do eixo longitudinal do corpo dos neonatos

do grupo Anox aumentou consideravelmente, durante 0 perfodo de aleitamento, do 6° ao 21 °

dia p6s-natal (dpn), quando comparados ao grupo C (Figura 25). Houve aumento no

crescimento do comprimento da cauda do grupo Anox do 11° ao 21 ° dpn quando comparados

ao grupo C (Figura 26).

Os animais do grupo Anox apresentaram aumento no crescimento dos eixos do cranio.

o EAPC apresentou-se aumentado nos filhotes do grupo Anox do 8° ao 21° dpn e, 0 ELLC

do 6° ao 14° e 19° ao 20° dpn quando comparados aos animais do grupo C (Figura 24).

Em relayao it maturayao de caracteristicas fisicas (desdobramento do pavilhao auricular,

abertura do conduto auditivo, irrupyao dos incisivos superiores e inferiores, e abertura dos

olhos) os animais do grupo Anox apresentaram amadurecimento antecipado da abertura do
conduto auditivo e da irrupyao dos incisivos inferiores em relayao aos animais do grupo C
(Tabela 6).

o tempo de aparecimento de cada reflexo ocorre em dias diferentes durante 0 perfodo

de aleitamento. Houve atraso na maturayao da maioria dos testes reflexos dos animais do

grUpOAnox em relayao aos do grupo C (Tabela 6).
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A

Efeito da anoxia sobre 0 crescimento do eixo antero-
posterior do cranio de neonatos machos
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B

Efeito da anoxia sobre 0 crescimentoddo eixo latero-
lateral do cranio de neonatos machos
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Figura 24. (A) - Eixo antero-posterior do cranio (EAPC) e (8) - Eixo "Hero-lateral do cranio
(ELLC) do 6° ao 21° dia p6s-natal, de neonatos que sofreram ou nao an6xia no 5°
dia de lactacyao.Os filhotes foram divididos em dois grupos: grupo Anox (0 = 20) e
grupo Controle (n = 16). Os neonatos foram avaliados durante os 21 dias p6s-
natal, que correspondem ao periodo de aleitamento. Dados apresentados em media
± EP. * = p<.05, Teste t.
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A

Efeito da anoxia sobre 0 crescimento do eixo
longitudinal do corpo de neonatos machos
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Efeito da anoxia sobre 0 ganho de peso corporal em
neonatos machos
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Figura 25. (A) - Eixo longitudinal do corpo (EL) e (B) - Peso corporal (PC) do 6° ao 21° dia
pos-natal, de neonatos que sofreram ou nao anoxia no 5° dia de lactayao. Os
filhotes foram divididos em dois grupos: grupo Anox (n = 20) e grupo Controle (n
= 16). Os neonatos foram avaliados durante os 21 dias pos-natal, que
correspondem ao periodo de aleitamento. Dados apresentados em media ± EP. * =
p<.05, Teste 1.
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A

Efeito da anoxia sobre 0 comprimento da cauda em
neonatos machos
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Figura 26. (A) - Comprimento da cauda (CC) do 6° ao 21° dia p6s-natal, de neonatos que
sofreram ou nlio an6xia no 5° dia de lacta9lio. Os filhotes foram divididos em dois
grupos: grupo Anox (n = 20) e grupo Controle (n = 16). Os neonatos foram
avaliados durante os 21 dias p6s-natal, que correspondem ao periodo de
aleitamento. Dados apresentados em media ± EP. * = p<.05, Teste t.
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Tabela 6: Efeito da anoxia em neonatos machos sobre 0 desenvolvimento de caracteristicas
fisicas e a maturayiio de reflexos.

indices de maturayao Grupos

Anox C p

(a) Caracteristicas fisicas

Desdobramento do pavilhao auricular 6,1 ± 0,3 2,84 ± 0,8 <.05

Abertura do conduto auditivo 11,2±0,7 11,8 ± 0,7 <.05

[rrupyao dos incisivos superiores 9,3 ± 0,9 8,8 ± 1,8 ns

lrrupyao dos incisivos inferiores 11,3 ± 0,8 11,7 ± 0,9 ns

Abertura dos olhos 14,12 ± 0,5 14,13 ± 0,6 ns

(b) Reflexos.....•..

Recuperayao do decubito 14,1 ±0,5 7,8 ± 1,4* <.001

Colocayao pelas vibrissas 14,0 ± 0,5 12,3 ± 0,6* <.001

Aversao ao precipfcio 12,7 ± 1,0 9,5 ± 2,2* <.001

Geotaxia negativa 16,5 ± 0,9 14,7±2,4* <.001

Resposta ao susto 12,2 ± 0,9 12,2 ± 0,8 ns

Acelerayao 14,1 ± 0,7 13,7 ± 2,0 ns

Dados apresentados em media e desvio padrao (X ± EP). * = p<.05. Teste-t. ns = nao-significativo.
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7DISCUSSAO

o estudo do efeito agudo da hipoxiaianoxia em filhotes no 5° dia de lactac;ao sobre 0

desenvolvimento somatico e a ontogenese de reflexos da prole foi urn dos objetivos deste

estudo. 0 insulto anoxico foi eficaz em alterar 0 desenvolvimento somatico e sensorio-motor

avaliados atraves de parametros de maturac;ao de caracteristicas fisicas e testes reflexos dos

neonatos. As alterac;6es encontradas no presente estudo sugerem que a privac;ao de oxigenio

ocorrida desencadeou mecanismos fisiologicos que culminaram com alterac;6es no sistema

nervoso central dos neonatos que perduraram ate 0 desmame.

No presente trabalho a hipoxiaianoxia levou a urn consideravel aumento no ganho de

peso corporal dos filhotes e no crescimento antero-posterior do corpo dos filhotes. Embora a

alterac;ao do peso ao nascimento ocorra, principalmente, devido ao estado neuroendocrino e a

mudanc;as nutricionais da mae durante a gestac;ao, os fatores que afetam 0 desenvolvimento

pos-natal que envolve a prole e relativo a caracteristicas ao nascer e aos cuidados maternos

que recebe a prole (PETERS, 1988; POWER; MOORE, 1986). Estudos anteriores em

condic;6es de estresse gestacional (BAKER et ai, 2008.; KINSLEY; SVARE, 1988),

verificou-se que 0 peso dos filhotes no grupo de hipoxia sao significativamente mais baixos

do que nos controles. Assim, e possivel que 0 menor peso ao nascimento encontrado em

filhotes que sofreram estresse pre-natal resultou da diminuic;ao da ingestao de alimentos peJa

mae, a qual, por sua vez lirnitou a disponibilidade de nutrientes para os filhotes em nipido

crescimento. No entanto, no presente estudo ocorreu 0 oposto do que temos encontrado em

estudos de exposiC;ao a hipoxia gestacional. Aqui, ao realizar anoxia no 5° dia pos-natal,

houve urn aumento significativo do peso corporal do filhote durante 0 periodo de lactac;ao

assim como, do eixo longitudinal do corpo. Emhora os mecanismos subjacentes a esses
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efeitos da hipoxia/anoxia precisem ser explorados, esta descoberta sugere urn sistema de

adaptayao atraves do qual 0 estresse hipoxico promove 0 crescimento do neonato.

A diferenciayao dos neuronios serotoninergicos em ratos ocorre por volta do 120 e 140

dias da gestayao (LAUDER; BLOOM, 1971; LInOV; MOLLIVER, 1982). 0 oxigenio e 0

substrato para diversas reayoes para as enzimas tirosina e triptofano-hidroxilase que

participam da sintese das catecolaminas e indolaminas, respectivamente (LAUDER; BLOOM,

1971; LInOV; MOLLIVER, 1982). Assim, a privayao de oxigenio pode comprometer essas

reayoes, levando a alterayoes na neurotransmissao, 0 que demonstra a capacidade dos tecidos

em responderem a ausencia de oxigenio neste periodo, resultando nas alterayoes observadas

apos 0 nascimento.

E importante considerar neste estudo 0 atraso no desenvolvimento das estruturas do

cranio e da face. Houve urn maior crescimento dos eixos latero-Iateral e antero-posterior do

cnlnio do 6° ao 14° e, 8° ao 21° dia pos-natal, respectivamente nos neonatos do grupo Anox

em relayao ao grupo C; Por volta do decimo dia embriomirio a serotonina (5-HT) participa

ativamente das interayoes do desenvolvimento craniofacial modulando as interayoes epitelio-

mesenquimais, essenciais para 0 desenvolvimento normal desta area em ratos (SHUEY et aI.,

1992). Varios estudos em embrioes de camundongos tratados com 5-HT sugerem urn efeito

protetor das celulas 5-HT no tecido nervoso, como na proeminencia nasal, epitelio que

recobre os oihos, vesicula optica e cavidade oral (LIDOV; MOLLIVER, 1982; LAUDER;

ZIMMERMAN, 1988). Estes achados indicam que esta monoamina desempenha urn papel no

controle das interayoes epitelio-mesenquimais durante a morfogenese craniofacial (SHUEY

et aI., 1993; HALL, 1981). Alem disso, seu papel trofico na formayao das estruturas

craniofaciais, incluindo a maturayao do germe dentario ja foi descrito (MOISEIWITSCH;

LAUDER,1996).
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Os reflexos aparecem em certos periodos durante 0 desenvolvimento ontogenetico

(FOX, 1965; SMART; DOBBING, 1971). Cada reflexo apresenta 0 envolvimento de grupos

especfficos de nervos e estruturas associadas. 0 aparecimento ontogenetico dos diferentes

reflexos caracteriza a ocorrencia simultanea de varios eventos durante 0 desenvolvimento do

SNC (FOX, 1965; SMART e DOBBING, 1971). Tais eventos, como estimulos e conexoes

devem estar integros para que 0 sistema de neurotransmissao se organize de maneira

adequada e, qualquer alterayao neste padrao de organizayao pode alterar 0 desenvolvimento

de reflexos evidenciando, precocemente, danos a este sistema. Durante 0 periodo pre-natal, a

5-HT exerce importante ayao neurotr6fica na diferenciayao de diversas estruturas envolvidas

na expressao dos reflexos (LAUDER, 1993; YAN et aI., 1997). No presente estudo, houve

atraso na maturayao da maioria dos reflexos nos filhotes, 0 que pode indicar prejuizo motor

precoce pela privayao de oxigenio. Em relayao ao reflexo de geotaxia negativa e importante

observar a existencia de tres sistemas perifericos envolvidos na regulayao e na correyao

postural: sistema vestibular, extereoceptivo e proprioceptivo (ALTMAN; SUDARSHAN,

1975). 0 sistema vestibular ja esta em atividade ao nascimento, embora as reayoes

vestibulares sejam dificultadas devido 11 imaturidade do sistema motor (ALTMAN;

SUDARSHAN, 1975).0 reflexo de recuperayao do decubito e geotaxia negativa dos filhotes

reflete desenvolvimento motor e demonstra maturayao principalmente do sistema vestibular

(ALTMAN; SUDARSHAN, 1975). No presente estudo, 0 atraso no aparecimento desses

reflexos sugere retardo na maturayao desses sistemas ou, mais diretamente, do sistema

vestibular. Assim, a privayao de oxigenio modificou a maturayao de alguns reflexos, podendo

sugerir que as alterayoes estruturais e bioqufmicas tenham afetado a ontogenese do SN.

84



8CONCLUSAO

o insulto anoxico no quinto dia de lactayao provoca atraso desenvolvimento sensorio-motor

dos filhotes e que perdura ate 0 desmame, entretanto ocorre uma acelerayao no crescimento

nos panlmetros de desenvolvimento somatico.

Em relac;ao it maturac;ao de caracteristicas fisicas, houve atraso no dia do desdobramento do

pavilhao auricular, da abertura do conduto auditivo e da irrupyao dos incisivos inferiores dos

animais que sofreram anoxia em relayao aos animais do grupo controle.
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Abstract
The emergence and maintenance of maternal behavior are under the influence of environmental cues such as light and dark
periods. This article discusses the characteristic neurobiology of the behavioral patterns of lactating rats. Specifically, the
hormonal basis and neurocircuits that determine whether mother rats show typical sequential patterns of behavioral responses
are discussed. During lactation, rats express a sequential pattern of behavioral parameters that may be determined by hormonal
variations. Sensorial signals emitted by pups, as well as environmental cues, are suggested to serve as conditioned stimuli for
these animals. Finally, the expression of maternal behavior is discussed under neuroeconomic and evolutionary perspectives.
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Introduction
The influence of circadian factors on the modulation

of maternal behavior is poorly understood. Particularly
interesting is how circadian factors such as daylight
interact with hormonal changes during late pregnancy
and early lactation. The activation of biochemical and
neural pathways modulates systems that are influenced
by environmental factors during this critical period in
the female organism, generating important behavioral
changes. The intensity by which some hormone levels are
influenced by circadian, endogenous, and environmental
cues varies according to the physiological state (Bridges
et al., 1993). Hormonal changes occur during late
pregnancy, determining the onset of maternal behavior
(Bridges, 1984). Two heuristically significant paradigms
are involved in this context: pregnancy-induced changes
in grooming patterns (in which female rats increase
the time spent licking their mammary glands; Serafim
and Felicio, 2002) and the opioidergic-progesterone
interplay by the end of pregnancy, generating tardive
influences on nursing (Cruz et al., 2010, 2011;
Sukikara et al., 2011). Among the hormones involved
in these processes are estrogen, progesterone, prolactin,
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oxytocin, vasopressin, corticosterone, cholecystokinin
(CCK), and ~-endorphin (Felicio et aI., 1991; Mann et
aI., 1995). Circadian variations in serum levels have
been described for some of these hormones, whereas
the expression of these rhythms is modulated by the
reproductive physiological state (Bridges et aI., 1993;
Wharfe et aI., 20 11).

The complexity of the interplay between endocrinology
and ethology affords a rich source of information about the
role of behavior in modifying the internal environment.
Some neuroethological approaches in which naturally
occurring patterns of behavior generate functional
changes in neural pathways allow the investigation of
how they can influence endocrine function. Therefore,
this review discusses the circadian influences on
hormones and its correlation with maternal behavior.
Possible neural sites and mechanisms that determine such
influences are discussed. Finally, research perspectives in
this area are discussed in an evolutionary-developmental
(evo-devo) context.

Hormones: Role in Maternal Behavior and
Their Rhythms

Hormonal changes that occur during late pregnancy
and lactation, such as changes in the levels of estrogen,
progesterone, prolactin, oxytocin, ~ndorphin, vasopressin,
and CCK, are needed for the establishment and expression
of maternal behavior. These hormones interact with
other hormones and neurotransmitters, influencing
various aspects of reproductive physiology. Usually the
final behavioral output observed is a consequence of the
sequential or simultaneous actions of various hormones.
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Thus, some hormones may be mentioned in sections
that discuss other hormones. This occurs when their
interactions are functionally relevant.

Progesterone
Progesterone is important for the maintenance of

pregnancy and also influences maternal behavior. Serum
concentrations of this hormone remain elevated during
most of the pregnancy, and the levels drop abruptly before
parturition. These temporal changes in progesterone
concentrations appear to play a role in the induction
of the expression of maternal behavior. Recently, our
group described an interesting relationship between
progesterone and opioids in the control of maternal
behavior in which we investigated the endocrine
aspects of this animal model. Serum corticosterone,
progesterone, estradiol, and prolactin concentrations
were measured after each morphine injection from day
17 to day 21 of pregnancy. No significant differences
were found in serum corticosterone, estradiol, or
prolactin concentrations. However, progesterone
concentrations significantly increased from day 18
to day 20 (Sukikara et aI., 2011). Another experiment
investigated the effects of daily progesterone injections
during the same period on the sensitivity to the
inhibitory effects of morphine on maternal behavior
during lactation. Progesterone-pretreated dams were
more sensitive to the opioidergic inhibition of maternal
behavior (Cruz et aI., 20 II). This effect is similar to that
observed in morphine-pretreated animals, suggesting
that increased progesterone concentrations may account
for the behavioral effects observed in lactating rats
treated with morphine during pregnancy (Felicio
and Canteras, 2008). Thus, the interaction between
endogenous opioids and progesterone may playa role
in programming the brain to optimize adaptation to the
post-partum environment by the mother and offspring.

Prolactin
Prolactin is a phylogenetically ancient hormone. The

diversity of action of prolactin involves osmoregulation,
amphibian metamorphosis, control of immune responses
and inflammation, luteotrophic and luteolitic actions, and
some centrally mediated phenomena such as stimulation
of the production and secretion by the pigeon "crop
sac" and the regulation of sexual behavior and parental
behavior (NaseUo and Felicio, 1991; Carvalho-Freitas
et aI., 2011). By acting centrally, prolactin facilitates
maternal behavior by acting on prolactin receptors in the
medial preoptic area (MPOA). More than one kinetic
mechanism may allow prolactin to reach this locus
(Felicio and Bridges, 1992). Central prolactin originates
from the pituitary and reaches central loci that are sensitive
to maternal behavior by spreading from the hypophyseal
portal tuberal system and may be actively transported
through the choroid plexus, reaching the ventricular
system and then spreading throughout the central nervous
system. Prolactin may also be synthesized in the central
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nervous system and might be involved in neurogenesis
and maternal memory. Although the functional meaning
of such findings with regard to maternal behavior remains
to be investigated, the physiological conditions and time
periods when prolactin interferes with brain function and
behavior are the major factors that determine prolactin-
behavioral interactions.

Cholecystokinin
Neuronal CCK is, in its majority, the sulfated

terminal octapeptide CCK8. A small fraction the four
amino acid final sequence CCK4, which is identical
to gastrin terminal, is present in the central nervous
system as well. The function of CCK varies according
to specific CCK pathways and specific brain regions.
It has also met several criteria to be designated a
neurotransmitter. The distribution of CCK8 within the
hypothalamus and limbic system overlaps with steroid-
concentrating regions. The central concentrations of
CCK8 appear to depend on gonadal hormones because
gonadectomy induced a clear decrease in CCK. In the
amygdala and ventromedial hypothalamic nucleus,
CCK concentrations vary according to the phase of
the estrous cycle. Postprandial CCK release increases
during pregnancy (Uvnas-Moberg, 1989). In addition
to central CCK transmission, peripheral signals of this
hormone can trigger SUbdiaphragmatic terminals of the
vagus nerve. Suckling-induced CCK release appears to
be vagal nerve-mediated. Abdominal vagotomy blocked
the suckling-induced release of CCK. Cholecystokinin
also blocked the opioid-induced inhibition of maternal
behavior, especially when it was administered directly in
the preoptic area (POA) and lateral periaqueductal gra~
(lPAG; Felicio et aI., 1991; Mann et aI., 1995; Miranda-
Paiva et aI., 2007). Both CCKI and CCK2 (previously
referred to as CCKA and CCKB) receptor antagonists
potentiate the inhibitory effects of morphine on ongoing
maternal behavior. This is consistent with previous
results that demonstrated antagonistic effects of CCK
and l3-endorphin on this behavior. These results suggest
that both CCK receptor subtypes might be involved in
this multiple peptidergic control of maternal behavior
in lactating rats. We also found that pretreatment with
the CCKI receptor antagonist lorglumide during late
pregnancy disrupted maternal behavior in rats (Miranda-
Paiva et aI., 2002).

Curiously, neuronal CCK and dopamine are
negatively correlated with circadian rhythms. Circadian
variations in cholecystokinin and dopamine in the limbic
system present distinct harmonic circadian rhythms
(12 h, 6 h). Cholecystokinin decreases during the light
phase and reaches a peak during the dark phase, and the
opposite was found for dopamine. Thus, CCKldopamine
rhythms are negatively correlated, and the differences
were significant at 11:00 AM, 1:00 PM, 9:00 PM, and
3:00 AM. These results indicate that circadian processes
are involved in the neuronal transmission of CCK
and dopamine (Schade et aI., 1993). The same authors
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suggested the existence of a close interaction between
CCK and dopamine in various areas of the rat brain,
independent of colocalization (Schade et aI., 1995).

Opioids
Morphine, the typical opioid agonist, inhibits

maternal behavior in lactating rats (Bridges and Grimm,
1982). The modulatory effects of opioids on maternal
behavior are plastic and adaptive. Both tolerance (for its
sedative effects) and reverse tolerance and sensitization
(for its excitatory and addictive effects) have been
well described (Miranda-Paiva et aI., 2001; Cruz et aI.,
2010). The plasticity of opioid transmission is important
for the versatility and adaptation necessary for a
lactating mother. Opioid stimulation that has inhibitory
effects on maternal behavior may stimulate foraging in
adult mothers (Sukikara et ai., 2006, 2007). Because
the expression of these behaviors can be influenced
by circadian rhythms, investigations of how decision-
making is influenced by opioidergic stimulation in
lactating rats are worthwhile.

Every mother must engage in survival issues where
she must weigh the trade-offs between subsistence and
reproduction. Recent data have begun to uncover the
adaptive mechanisms that increase the chances of survival
of lactating animals in various environments. Endogenous
opioids may stimulate hunting by superseding maternal
behavior during lactation, and mechanisms that involve
opioidergic transmission during pregnancy and lactation
might be reproductively meaningfui. Thus, opioidergic
transmission may playa role in the regulation of behavioral
selection during lactation (Sukikara et ai., 2007; Cruz et aI,
20 10). The onset of maternal behavior is closely related
to the action of opioids in the MPOA during lactation.
Immunohistochemical and pharmacological studies
suggested the importance of the WAG in the opioidergic
inhibition of maternal behavior. The activation of other
regions of the PAG is important for the postural kyphosis
reflex that optimizes breastfeeding. Therefore, some
questions emerge. Does the PAG play a role in breastfeeding
cycles in the absence of predators or prey? Would such
mechanisms play a role in the basic physiology of mother-
infant interactions? Knowledge of the emergence and
maintenance of maternal behavior and how it is controlled
by interactions among environmental, biochemical,
hormonal, and neural factors is highly relevant.

Functional Neuroanatomy of Maternal Behavior
Inhibitory pathways

The activity of inhibitory pathways prevents the
expression of maternal behavior in virgin mammals. In
virgin females, the major sensorial input that triggers
such inhibition is the odor stimuli from a newborn.
The olfactory input goes from the olfactory bulb to the
medial amygdala. From the medial amygdala, some
neurons project to the anterior hypothalamic area
(AHA) and ventromedial hypothalamic nucleus (VMN).
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Other amygdala neurons project to the MPOA and bed
nucleus of the stria terminalis (BNST). Therefore, the
lack of maternal behavior observed in virgin rats may be
attributable to exposure to pup-related odors that directly
inhibits the MPOAIBNST. Alternatively, pup odors might
activate brain regions that play an essential positive role
in maternal behavior. The lack of expression of maternal
behavior in virgin rats may be attributable to the inhibitory
tone of projections from the medial amygdala to AHN
ventral medial nucleus. Medial amygdala projections to
the MPOAlBNST appear to be functionally relevant for
the expression of maternal behavior in lactating females
(Sheehan et aI., 2001). The AHN and VMN project to
the PAG. Because the PAG is involved in the regulation
of anxiety-like, fear, and escape behavior, activation of
this structure may lead to avoidance/escape responses
and other processes that prevent a maternal response.
Thus, the PAG plays a dual role in which the dorsal PAG
(dPAG), apart from organizing defensive responses,
also appears to account for the behavioral inhibition
of nondefensive responses such as maternal behavior
(Sukikara et ai., 2010).

Activation pathways
Medial preoptic area and ventral BNST (vBNST)

neurons promote maternal behavior. Efferents from
these regions project to the lateral septum (LS), shell
region of the nucleus accumbens, AHN, VMN, ventral
tegmental area (VTA), PAG, and retrorubral field (for
review, see Numan, 2006).

Data from the literature support the hypothesis
that the acute behavioral effects of dopamine receptor
antagonists on maternal behavior are attributable to
dopamine receptor blockade in the nucleus accumbens.
Thus, limbic dopaminergic pathways play a role in
ongoing maternal behavior (Silva et ai., 2001, 2003).
Projections from MPOAlvBNST neurons to the lateral
septum (LS) appear to have functional implications in
terms of promoting maternal behavior (Numan, 2006).
Fos-expressing MPOA and vBNST neurons are activated
during maternal behavior. Such MPOA neurons project
to the VTA and LS and the medial hypothalamic region
(Numan, 2006).

Maternal behavior that is indirect or not directed
to the pup

The female brain undergoes significant reorganization
toward motherhood. Neonates benefit from the mother's
behavioral changes. Some of these changes, such as
modifications of grooming patterns and nest building,
begin to occur during pregnancy. Indirect maternal
behaviors also include maternal aggression. Grooming
behavior varies according to the female endocrine milieu.
During pregnancy, female rats change their grooming
patterns, tending to lick their mammary glands more
than prior to pregnancy (Roth and Rosenblatt, 1966;
Serafim and Felicia, 2002). This in tum has been shown
to be important for mammary gland development and
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lactation. Thus, self-licking of the mammary glands is
important for good lactation. Because mammary gland
grooming is necessary for good lactation, its modulation
might be part of a physiological process that leads to the
optimization of the entire reproductive phenomeoon. To
be reproductively successful, mammals present different
behavioral strategies.

Behaviors displayed during the first days immediately
before and after parturition that are preparatory to the
arrival of the young, such as nest building and threatening
conspecifics in the case of maternal aggression, are
considered to involve mechanisms that affect other
behavioral systems that impact the mother's responses
to their young including affect, attention, perception,
behavioral flexibility, and learning.

Perspectives
Neuroeconomics in an evo-devo context

Evo-devo is a branch of biology that investigates
the links between evolution and the development of
different organisms. Analyzing maternal behavior
in such a context is worthwhile and appears to have
heuristic value. Exposure to peripuberal unbalanced
diets can modify the formation of neuroendocrine
systems, leading to dysfunction in adulthood, and
predispose the body to serious diseases such as diabetes,
obesity, and affective disorders (Sisk and Zehr, 2005).
Studies in mice with induced obesity suggested that
the developmental period between 3 and 5 weeks of
age is critical to the propensity to diet-induced obesity
(Ikenasio- Thorpe et al., 2007). An evo-devo overview
is particularly helpful for coalescing a variety of
multifactorial aspects including relevant development
and phylogenetic aspects of the placenta and the immune
and nervous systems. Evo-devo is also important with
regard to the applicability of certain animal models to
particular aspects of placental anatomyand physiology.

Achieving the best balance between subsistence and
reproduction is one of the most important challenges
for female mammals. Environmental perils and food
availability must be considered and perhaps anticipated
correctly. Thus, strong evolutionary pressure is placed on
females to select those that are best able to exercise this
balance. During pregnancy and after delivery, the central
nervous system undergoes significant adjustments, with
sensory and cognitive changes that result from changes
in the intensity of the activation of circuits and formation
of new connections. In addition to expressing maternal
behavior toward their offspring, lactating females must
also assess the risks and seek food in general, thus
enabling their own subsistence. Understanding of the
neural basis of these adjustments has been increased by
the work of Kinsley and colleagues whose studies have
described the positive effects of maternity on learning
and memory (Kinsley et at, 1999; Kinsley and Amory-
Meyer, 2011; Zimberknopf et aI., 2011). Maternal care
is a specific behavior for each species. Mental processes
that involve the brain cortex are markedly different
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among lower species. Studies in lower animals related to
cognitive function are not as likely to be helpful as those
related to emotional disorders such as anxiety problems
or depression or memory disorders related to the
hippocampus. Cognition is associated with the human
cortex that developed during a recent brief period of
evolution, whereas emotion and memory are associated
with brain structures that have not substantially changed
over long evolutionary periods between lower and
higher species. The emergence and maintenance of
maternal behavior are controlled by interactions between
environmental, biochemical, hormonal, and neural
factors (Numan and Woodside, 2010).

Role of reproductive immunology
Mammalian reproduction may be considered an

immunological paradox. A pregnant female must adapt
her immunological system to hold a developing fetus.
The uterus is the very first environment to which one
must adapt. Reproductive experience has been shown
to generate functional changes in the immune system.
Multiparous female rats generally show greater resilience
to stress, decreased anxiety, and better memory ability
than female rats that have never experienced motherhood
(Kinsley et at, 1999). Moreover, neural changes remain
long after the last pregnancy. Among the modifications
related to reproductive experience are behavioral, neural,
and neuroendocrine changes in rodents. The time of
day induces changes in dopamine-related behavioral,
neurochemical, and endocrine responses. Yawning and
stereotypy induced by the dopamine receptor agonist
apomorphine change according to the time of day and
previous reproductive experience (Byrnes et al., 2001;
Hucke et at, 1998, Zimberknopf et al., 2011; Nasello
et at, 1995). Studies of striatal and hypothalamic
neurotransmitter concentrations during daylight hours
have shown that reproductive experience increases
striatal and hypothalamic dopamine levels in pregn.ant rats
(Felicio et al., 1996; Sider et al., 2003). Prolactin has also
been identified as a possible immunoregulatory factor in
rodents. Lactation was recently shown to strongly affect
the immune system in laboratory rats, but the impact on
blood and mesenteric lymph nodes varies (Jaedicke et aI.,
2009). The activity of peritoneal macrophages in lactating
rats may be modulated by prolactin and caused by
dopamine receptor blockade. The intensity and direction
of this change depends on the time of incubation and
previous reproductive experience in females. These data
suggest that reproductive experience is associated with a
reduction of serum prolactin levels. Cells in experienced
female organisms, including macrophages, also become
more sensitive to the effects of prolactin. The possibility
that reproductive experience-induced changes in the
neuroendocrine and immune systems in female rats play
a role during lactation appears likely. Future studies are
necessary to investigate the direct and indirect impacts of
immunological processes on the expression of maternal
behavior.



Mother-pup interactions

In summary, environmental factors such as tbe light!
dark cycle and food availability interact with endogenous
cues such as hormonal variations, immunological
function, and neuronal activation to influence postpartum
behaviors. The way in which these interactions occur is a
major field of basic and translational investigation. This
research approach may place maternal behavior in a more
appropriate neuroethological context.
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llNTRODUCAO

Em cerebros humanos, os primeiros neur6nios
serotoninergicos desenvolvem-se a partir da quinta
semana de gestavao 1 aumentando rapidamente
ate a decima semana gestacionaI2-4. Por volta da
decima quinta semana gestacional, a organizavao
tipica dos neur6nios serotoninergicos pode ser
vista nos nucleos da rafe5. A serotonina (5-HT),
os receptores serotoninergicos e 0 transportador da
5-HT (5-HTT) podem ser detectados, precocemen-
te, durante os eventos de clivagem e gastrulavao
em embri5es de uma ampla variedade de especies,
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incluindo, golfinhos, peixes, anfibios, roedores,
galinhas e na Drosophila6,7. Em todas as especies
estudadas, a atividade serotoninergica alcanva
seu pico durante 0 desenvolvimento em fases
precoces, diminuindo progressivamente na vida
adulta8-10. 0 papel regulat6rio da 5-HT sobre a fi-
siologia e fisiopatologia, bern como sobre aspectos
comportamentais, como controle do humor e do
apetite, ansiedade e depressao sao bastante conhe-
cidosll-13.A relavao da 5-HT com os eventos da
embriogenese e crescimento cerebral 10sugere seu
papel neurotr6ficol4 sobre 0 desenvolvimento dos
neuroblastos15,16. Consequentemente, qualquer
alteravao nos nlveis da 5-HT durante este perio-
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, do pode resultar em alterayoes do crescimento e
desenvolvimento do sistema nervoso e outros te-
cidos17. Os niveis da 5-HTcerebral sao regulados
por urn sistema de recaptayao, atraves do 5-HIT, e
por urn sistema de degradac;ao atraves da enzima
monoamina-oxidase (MAO). 0 polimorfismo
humano do 5-HTT e da MAO estao associados
it depressao e ansiedade18,19. Drogas que atuam
nessas duas proteinas sao efetivas no tratamento
da depressao e em outras doenc;as psiquiatricas.
Estudos sobre comportamentos nao adaptativos
causados por polimorfismo no 5-HTT e MAO
sugerem que niveis alterados da 5-HT no inicio do
desenvolvimento podem afetar 0 desenvolvimento
do cerebr020.

Os inibidores seletivos da recaptac;ao da sero-
ton ina (ISRS) tern sido amplamente utilizados
como ferramenta para estudar 0 sistema seroto-
ninergico. 0 mecanismo classico de ayao dessas
drogas consiste em bloquear a recaptac;ao da
5-HT pelo 5-HTT na membrana, aumentando
assim a disponibilidade sinaptica da 5_HT21,22.
Alem dis so, foi demonstrado in vitro que essas
drogas, independente e seletivamente, atuam
como agonistas e antagonistas de urna variedade
de neurotransmissores e de neuro-horm6nios23,24.
Estudos em animais tern demonstrado que 0 papel
da 5-HT durante 0 desenvolvim'ento precoce e na

I
vida adulta nao sao equivalentes. Enquanto 0 tra-
tamento com ISRS alivia os sintomas da depressao
e ansiedade em camundongos adultos, nos recem-
-nascidos causa aurnento de comportamentos nao
adaptativos que persistem na vida adulta. Ademais,
camundongos que tiveram 0 5-HTT bloqueados
apresentam aurnento dos sintomas de ansiedade e
depressa025,26.Sabe-se que isso ocorre no cerebro
desses animais porque eles foram expostos a altos
niveis de 5-HT durante 0 desenvolvimento. Esses
resultados sugerem a existencia de urn periodo
critico em que 0 tratamento com ISRS pode cau-
sar modificac;oes duradouras. Esse assunto requer
atenyao especial, pois os ISRS, que sao drogas de
escolha no tratamento da depressao em mulheres
durante a gestayao e amamentac;ao, podem cruzar
a barreira placentaria e ser excretados no leite
matem027,28. Assim, faz-se necessario explorar

42

para compreender os possiveis efeitos dos ISRS
sobre os recem-nascidos.

Muitos estudos tern demonstrado que 0 trata-
mento com ISRS reduz a ingestiio de alimentos
eo peso corporal em ratos29,30.Em nosso labora-
torio, ratos recem-nascidos tratados com sertra-
lina durante a lactac;ao apresentam mudanc;as no
crescimento e desenvolviment031. Geralmente,
o crescimento somcitico e 0 peso corporal sao
prejudicados. No caso do crescimento somatico,
[oram encontradas altera90es dose-dependentes
no comprimento do corpo e da cauda, bern como
nos eixos do crani032. Maes tratadas com anti-
depressivos apresentam aurnento no nfunero de
partos prematuros e abortos, bern como perda de
peso corpora127,33.Embora importantes parame-
tros de maturac;ao e fisiologicos do corpo sejam
govemados por fatores geneticos, eles podem ser
influenciados pelo sistema serotoninergico.

o objetivo do presente estudo e investigar os
efeitos pre-natais de sertralina sobre 0 cresci-
mento e desenvolvimento somaticos, bern como
a maturac;ao de reflexos, em ratos. Uma vez que,
em humanos, 0 tratamento com antidepressivos
faz-se de maneira continua, as maes, neste estudo,
foram tratadas durante a gestac;ao. A dose aqui
utilizada (30 mg/kg) foi baseada nos experimen-
tos de Nielsen et al_29que demonstraram que 32
mg/kg de sertralina foram capazes de diminuir
consistentemente 0 peso corporal de ratos, mas
nao induziram sinais de toxicidade. A dose foi
administrada urna vez ao dia, pois 0 tempo de
meia-vida da sertralina e 6 h. A administrac;ao oral
de 29.2 !-lmolkg-1 de sertralina em camundongos
reduz 0 comportamento de marble-burying por 1,
4 e 12 h apos 0 tratament034.

2 MATERIAlS E MOODOS

2.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar. Ninhadas fo-
ram obtidas de femeas nuliparas acasaladas com
machos ferteis, do bioterio do Departamento de

RESBCAl,Sao Paulo, v.l n.l, p. 41-53, janjfev.!mar. 2012
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Nutriyao, da Universidade Federal de Pernam-
buco. 0 inicio da prenhez foi confirmado pela
presenya de espermatozoides no lavado vaginal
na manha seguinte ao acasalamento. 0 tratamento
das femeas foi iniciado assim que diagnosticada
a prenhez pela presenya de espermatozoides no
lavado vaginal e perdurou durante todo 0 perio-
do gestacional. Durante a prenhez e ate 0 final
do experimento, os animais foram mantidos em
caixas-moradias de polietileno. Filhotes machos
(n=36) de diferentes maes foram selecionados
e divididos aleatoriamente em tres grupos com
seis filhotes cada 24 h apas 0 parto. Cada filhote
foi marc ado na pele com uma soluc;:ao violeta
(cloreto de metilrosanilina) para identificayao.
Os neonatos foram amamentados ate 0 21° dia
pas - natal (sendo 0 primeiro dia considerado
dia zero). Os animais foram mantidos durante
todo 0 experimento em caixas de polietileno, em
sala com temperatura de 23 ± 2°C, num ciclo de
claro - escuro 12112 horas, com livre acesso it
rac;:ao(LAB INA - Purina do Brasil SfA) e agua. 0
protocolo experimental foi aprovado pelo Comite
de Etica de Experimentayao Animal (CEEA) da
Universidade Federal de Pernambuco de acordo
com 0 International Guiding Principles for Bio-
medical Research Involving Animals.

2.2 Tratamento farmacologico e grupos experimentais

Os neonatos foram divididos em dois grupos de
acordo com 0 tratamento a que suas maes foram
submetidas: sertralina (Sert, 30 mg/kg, 1 m1l100 g,
n=9) ou agua destilada (Control, 1 mIll 00 g, n=7).
As injec;:oesforam realizadas diariamente por via
subcutanea as 14h durante todo 0 periodo gestacio-
nal (21 dias). A sertralina (sertraline hydrochloride,
Pfizer) foi dissolvida e diluida em agua destilada.

2.3 Crescimento somatico

o progresso de cada animal foi acompanhado
longitudinalmente durante 0 experimento, de acor-
do com criterios previamente estabelecidos31,32,

diariamente, entre 13 e 14 h. 0 pesquisador nao
tinha conhecimento da condic;:ao em relac;:ao a
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droga de cada animaL Medidas do peso corporal,
eixo anteroposterior do corpo, eixos laterolateral
e anteroposterior do cranio foram utilizados para
avaliar 0 crescimento somatico. 0peso corporal foi
mensurado em uma balanya (FANEM®, 100 mg de
precisao). 0 eixo longitudinal do corpo (distancia
do focinho it ponta da cauda), 0 eixo laterolateral
do cranio (distancia entre os pavilh5es auriculares
direito e esquerdo), 0 eixo anteroposterior do cranio
(distancia entre 0 focinho e a articulayao parie-
toccipital) foram mensurados, utilizando-se um
paquimetro (STARRE'f®, 0.05 mm de precisao).

2.4 Matura~ao de caracterlsticas flsicas

Caracteristicas de maturayao fisica foram medi-
das de acordo com criterios previamente estabele-
cidoS31,32,35. 0 mesmo proto colo foi adotado para
observac;:oesdo inicio das seguintes caracteristicas
fisicas: abertura do pavilhao auditivo (quando se
observou 0 desdobramento completo dos pavi-
Ih5es auriculares direito e esquerdo para a posiyao
ereta), abertura do conduto auditivo (abertura do
conduto auditivo interno de ambos os pavilhoes
auriculares), irrupyao dos incisivos superiores e
inferiores (quando se observou 0 rompimento da
gengiva pelas cuspides dos dentes), abertura dos
olhos (quando a membrana que recobre ambos os

I

olhos foi descoberta).

2.5 Ontogenese de reflexos

Os testes reflexos foram realizados diariamen-
te, no periodo entre 10 e 13 h. A avaliayao dos
reflexos foi realizada com base em modificayoes
e adaptayoes de estudos anteriores31,32,36 (Tabela
1): recuperac;:aodo decubito, acelera<;ao, geotaxia
negativa, aversao ao precipicio, resposta ao susto
e colocayao pelas vibrissas. Para 0 dia de consoli-
dac;:aode cada reflexo, foi considerado 0 primeiro
dia, em uma sequencia de tres dias consecutivos,
a completa resposta reflexa esperada.

2.5 Analise estaHstica
Dados foram comparados pelo teste t de Stu-

dent com nivel de sigllificancia P<.05.
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Tabela 1 • Procedimentos para detecgao da matura9ao de reflexos

Reflexo Estimulo Resposta

Preen sao palmar A palma da pata e tocada levemente
com um bastao metalico.

Flexao dos dedos. 0 dia que esse
reflexo desaparece e 0 registra da
maturar;ao.

Recuperac;:ao do decubito o rato e colocado com a dorso sobre
uma superficie plana

Ele se vira, retornando ao decubito
ventral, apoiado sobre as quatro
patas, em 10's

Colocac;:ao pelas vibrissas

o rato e suspenso pela cauda, a
cabeya fica voltada para a borda de
uma superficie plana, e apenas as
vibrissas a toeam.

Levanta a cabeya e estende as
patas dianteiras em direc;:aoa borda,
tornando-se orientado a realizar
movimento de andar, em 10 s.

Aversao ao precipicio

Rato e colocado na borda da
superficie plana com focinho e patas
dianteiras toeando a borda.

Retirada da eabec;:ae das patas
dianteiras, afastando-se da borda, em
10 s.

Resposta ao susto
Estimulo sonora subito de percussao
com bastao metalico sobre superficie
metaliea.

Retrayao do corpo com mobilidade
transit6ria. 0 estimulo e administrado
duas vezes, em cada teste com
intervalo de 1 min.

Geotaxia negativa Rato e eolocado de cabeya para
baixo, em declive de 45°.

Vira-se para enfrentar a inclinac;:ao,
pelo menos, ~ 130°, em 10 s.

Ace Ieragao
Rato e suspenso pelas patas, ao ser
abandon ado de uma altura de 30 em
sobre uma cama de algodao.

Gira 0 corpo no ar ao ter as patas
livres, e cai apoiado sobre as quarto
patas.

De acordo com 31 e 32

3 RESULTADOS

3.1 Desenvolvimento fisico

o peso dos filhotes do grupo controle durante 0

perfodo de lactac;:aoaumentou, consideravelmen-
te, por volta de 758%, enquanto as medidas do
corpo e do cranio aumentaram por volta de 200%
(Figuras 1 e 2).

Os animais tratados com sertralina apresen-
taram padrao similar de desenvolvimento, mas
mostraram evoluyao ponderal reduzida em relac;:ao
as medidas do corpo e do cranio quando compa-
rados com 0 grupo controle (Figuras 1 e 2). Urn
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slgnificante desvio de 10% no ganho de peso cor-
poral entre os grupos experimental e controle foi
encontrado no 10 dia pas-natal (DPN) e alcanyou
8,5% no 210 DPN (Figura IA). 0 crescimento do
eixo anteroposterior do corpo foi reduzido cerca de
6% no 10 DPN e assim permaneceu ate 0 210 DPN
(Figura IB). 0 tamanho do eixo anteroposterior
do cranio foi reduzido em 3% no 10 DPN e assim
permaneceu (Figura 2B). Entretanto, a largura
do eixo laterolateral foi reduzida em 3,5% no 80

DPN e alcanc;:ando 2,5% de reduc;:aono final do
experimento (Figura 2A).

As femeas do grupo Sert apresentaram reduyao
no peso corporal ao longo do tratamento quando
comparadas as do grupo Control (Figura 3).
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Figura 1· Peso corporal (A) e eixo anteroposterior (longitudinal) do corpo (8) de neonatos no periodo de lacta<;:ao do 1° ao 21°
dia de vida; neonatos oriundos de maes tratadas com agua destilada (n =18) ou sertralina (30 mg/Kg, n=18). {A) peso
corporal (PC), (8) eixo anteroposterior (longitudinal) do corpo (EL). Dados apresentados em media ± S.D • P<.05.
Student's t-test

Houve atraso na abertura do conduto auditivo
e na irrupc;:aodos incisivos inferiores dos animais
do grupo experimental quando comparados ao
grupo controle (Tabela 2).

3.2 Ontogenese de reflexos

o inicio de cada reflexo avaliado no grupo
controle ocorreu em diferentes dias durante 0

periodo de lactac;:ao:houve atraso na maioria dos
testes reflexos dos neonatos do grupo experimental
quando comparados ao grupo controle (Tabela 3).
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4 DlSCUSSAO

o presente estudo avaliou os efeitos da ad-
ministrac;:ao diaria de sertralina em ratas prenhes
sobre 0 desenvolvimento somatico e sens6rio-
-motor dos filhotes durante 0 periodo de lactac;:ao.
o tratamento com sertralina alterou 0 desenvol-
vimento somatico e 0 sens6rio-motor avaliados
por danos nos parametros de matura<;ao fisica e
de reflexos nos neonatos. Em embri6es, a 5-HT
pode passar atraves da barre ira placentaria e da
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Figura 2 - Comprimento dos eixos do cranio de neonatos no periodo de lactac;;aodo 1° ao 21° dia de vida; neonatos oriundos de
.......mae.s.tratad.as..c.omagua d.estilada.(n..;=18}...ou sertralina (.30mg/Kg, n:':'J8)...(A).Eixo laterolateral do cn':inio .(ELLC), (.8)

eixo anteroposterior do cranio (EAPC). Dados apresentados em media ± S.D • P<.05. Student's t-test

imatura barre ira hematoencefalica37. Alem disso,
sabe-se que a barre ira placentaria e a maior fonte
de 5-HT embrionaria38. Durante a gesta9ao, a
barreira hematoencefalica nao esta bern estabe-
lecida; desta mane ira, drogas administradas ma-
temalmente podem alcancyar0 feto relativamente
em doses altas, e e possivel que tal exposicyao a
droga cause efeitos fisiologicos duradouros39.

Interacyoes materno-infantis durante a lactacyao
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podem modular 0 comportamento de criancyas40

e das maes41, influenciando 0 desenvolvimento
fisiologico afetivo e a memoria42.

Sertralina e 0 mais potente inibidor especifico
da recaptayao da 5-HT no terminal pre-sinapti-
C043,44.Seu tempo de meia-vida ocorre cerca de 6
h apos a administracyao em ratos 29,2 Ilmollkg34.
Assim, a dose aqui administrada (87,5 Ilmol/kg)
deve ter permitido urn nivel plasmatico continuo
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Figura 3· Peso corporal de ratas femeas do 1° ao 21° dia de prenhez; ratas femeas foram tratadas com agua destilada (n =7) ou
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Tabela 2 - Efeito da administray80 pre-natal de sertralina sobre as caracteristicas fisicas em ratos

Grupos
Caracteristicasfisicas Control Sertralina

Media ± S.D. Media ± S.D. *p < .05
Abertura do pavilhao auditiv~ 3.11 ±0.9 3.06 ± 0.24 .802
Abertura do conduto auditiv~ 11.61 ±0.5 12.44 ± 0.5 * < .001

. IrrupC;8odos incisivos superiores 8.22 ± 2.0 8.28 ± 0.8 .916
Irrupc;aodos incisivos inferiores 11.78 ± 1.0 12.56 ± 0.6 * .008
Abertura dos olhos 13.5O±1.4 13.94 ± 0.9 .286

Tabela 3 - Efeito da administraC;80pre-natal de sertralina sobre a ontogenese de reflexos em ratos

Grupos
Reflexos Control Sertralina

Media ± S.D. Media ± S.D. *p < .05
Preens80 palmar 3.o6±1.1 3.72 ± 0.4 * .03
Recuperac;ao do decubito 6.72±1.o 8.11 ± 1.8 * .008
Colocac;ao pelas vibrissas 12.33 ± 0.4 15.67 ± 0.5 * < .001
Aversao ao precipicio 7.5 ± 0.8 8.61 ± 0.9 * < .001
Geotaxia negativa 12.78 ± 1.5 17.11 ±o.g* < .001
Resposta ao susto 12.06 ± 0.2 14.06 ± 0.8 * < .001
Acelerac;ao 12.00 ± 0.0 16.11 ±0.7* < .001
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e efetivo de sertralina por, no minimo, quatro
meia-vidas_

No presente estudo, filhotes de maes que rece-
beram tratamento cronico com setralina apresen-
taram baixo peso do corpo ao nascimento, bern
como tiveram atraso no ganho de peso corporal
e no crescimento do eixo anteroposterior. Varias
linhas de investiga<;ao sugerem que neuronios
serotoninergicos regulam 0 consumo alimentar em
animais; a redu<;aoda neurotransmissao serotoni-
nergica por antagonistas de receptores da 5-HT45
ou inibidores da sintese da 5-HT46 produzem
hiperfagia. Por outr~ lado, hipofagia e observada
apos 0 aumento da neurotransmissao serotoni-
nergica atraves da administra<;ao de 5-HT e seus
precursores, agonistas dos receptores47, liberador
da 5-HT48e, ainda, de inibidores do metabolismo
da 5-HT49.A administra<;ao de tramadol, um anal-
gesico opioide sintetico que atua como agonista
parcial e inibe recapta<;aode monoaminas, durante
a gesta<;aode ratas, causa perda de peso corporal
da mae e do fet050.Alem disso, a administra<;ao
de ISRS como citalopram32 e sertralina31 causa
um atraso dose-dependente na evolu<;ao do peso
corporal e em padroes de crescimento, tais como
eixo anterior-posterior do corpo e eixos do cranio.
Tais altera<;oes aqui observadas ocorreram prova-
velmenlte devido a redu<;aoda ingestao alimentar

j

decorrente do tratamento como ISRS durante fases
critic as para 0 desenvolvimentoI7,51.

E importante considerar neste estudo 0 atraso
no desenvolvimento das estruturas do cranio
(abertura do conduto auditivo) e da face (incisivos
inferiores), pois tais atrasos podem estar associa-
dos com a redu<;aodo crescimento do cranio. Por
volta do 100 dia embrionario, a 5-HT inftuencia
ativamente 0 desenvolvimento craniofacial atraves
da modula<;ao das intera<;oes epitelio-mesenqui-
mais que sao essenciais para 0 desenvolvimento
normal daquela area em ratos37,52,53.Em culturas
de camundongos, malforma<;oes cardiacas e cra-
niofaciais produzidas pela exposi<;ao a inibidores
da recapta<;ao da 5-HT ja foram demonstradas54.
Para suportar estes estudos pioneiros, mais re-
centemente, foi descoberto in vivo que 0 5-HTT e
transitoriamente expresso em varias celulas deri-
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vadas da crista neural e em neur6nios perifericos
sensoriais durante 0 desenvolvimento55,56.

Durante muito tempo, acreditou-se que a 5-HT
regulava 0 desenvolvimento talamocortical57. 0
sistema somatosensorial (SS) de roedores, que cor-
responde as vibrissas e 0 focinho do animal e sua
representa<;ao somatotopic a no nueleo trigeminal
("barrelete"), nueleo talamico ventro-postero-me-
dial ("barreloid") e cortex primario SS ("barrel,,)58
tern sido particularmente util para avaliar 0 papel
da 5-HT no desenvolvimento talamocortical e na
plasticidade. Evidencias indiretas correlacionando
a 5-HT ao desenvolvimento SS talamocortical
foram inicialmente derivadas da distribui<;ao
transitoria no cortex primario da 5_HT59,60e dos
receptores 5-HT e 5-HT 61,62e do 5_HTT60,63

IB 2A
encontrados no cortex SS primario durante fa-
ses precoces pos-natais. Estudos anteriores em
animais demonstraram a importancia da MAO
e 5-HTT para regular os niveis de 5-HT durante
o desenvolvimento tanto em termos de forma<;ao
como no comportamento_ A monoamina oxidase
tipo A (MAO-A) e tipo B (MAO-B) sao flavo-
proteinas mitocondriais ligadas a membrana que
participam da oxida<;ao de uma ampla variedade
de aminas biogenic as, como os neurotransmisso-
res monoaminas, neuronios, glia e outros tipos
celulares64,65. A MAO-A e mais abundante em
neuronios noradrenergicos, e a MAO-B, em neu-
ronios histaminergic os e serotoninergicos57,66-69.
Fisiologicamente, MAO-A e MAO-B tambem
estao envolvidos na manuten<;ao dos baixos niveis
citosolicos e extracelulares de neurotransmissores
monoaminergicos e de varios substratos naturais
que se acumulam no interior das ceIulas para
atuarem como falsos neurotransmissores70. Tais
fun<;oespodem ser importantes, particularmente,
durante 0 desenvolvimento. Alem disso, 0 excesso
de 5-HT transitoria no cerebro durante estagios
precoces do desenvolvimento pos-natal, como
o detectado em camundongos sem MAO-A ou
5-HTT, foi descoberto e leva a altera<;oes perma-
nentes no c6rtex somatosensoriaI71,72.

o papel trofico da 5-HT na forma<;ao das es-
truturas craniofaciais, ineluindo 0 germe dentario,
ja foi descrit073. Nossos achados em rela<;ao ao
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atraso na irrupC;ao dos incisivos inferiores do
grupo sertralina sao suportados por esses estudos.
Ademais, existem evidencias que ISRS e alguns
agonistas serotoninergicos aumentam a liberaC;ao
de 5-HT em tecidos neurais (52) e nao neurais74.

o aparecimento ontogenetico dos diferentes
reflexos e caractelizado pela ocorrencia de varios
eventos do desenvolvimento no sistema nervoso
centraPS,36. Tais eventos, a adequada atividade
estimulatoria e formac;ao de conexoes, devem
ocorrer de maneira orquestrada cronologicamente
para permitir uma apropriada organizac;ao dos sis-
temas de neurotransmissores. As alterac;oespodem
modificar 0 inicio dos reftexos, 0 que indica atraso
no desenvolvimento do sistema nervoso central.
Durante 0periodo pre-natal, a 5-HT exerce impor-
tante ac;:aoneurotrofica na diferenciac;:aode varias
estruturas envolvidas com a expressao de refte-
XOS14,7S.0 reftexo de preensao palmar e similar ao
reflexo de Babinski em humanos; ambos avaliam a
integridade da via piramidal76. Assim, as diferen-
c;asobservadas neste estudo sugerem um retardo
motor precoce devido it exposi<;ao pre-natal it
sertralina. Para 0 reflexo de geotaxia negativa, e
importante observar a existencia de tres sistemas
perifericos envolvidos na regulac;ao e correc;:ao
postural: 0 sistema vestibular e os sistemas exte-
roceptivo e proprioceptivo77. G~otaxia negativa

neonatal geralmente reflete 0 grau de matura<;aodo
sistema vestibular76. Nesta contribuic;:ao, 0 atraso
na geotaxia sugere atraso no amadurecimento do
sistema vestibular. Os efeitos sobre a maturac;:ao
de reflexos sugerem que 0 aumento de 5-HT me-
diado par sertralina pode ter contribuido para as
alterac;:oesestruturais e bioquimicas que afetam a
onto genese do sistema nervoso centraL

Em resumo, a 5-HT desempenha importante
papel no desenvolvimento das estruturas neurais,
bern como sobre a funyao e 0 crescimento geral
do corpo. No presente estudo, a administrac;:ao de
sertralina durante a gestac;:aoalterou 0 desenvol-
vimento morfologico e fisiologico dos neonatos;
cuidados especiais devem ser tornados quando da
manipulac;:ao do sistema serotoninergico, princi-
palmente durante fases altamente suscetiveis do
desenvolvimento.
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PRENATAL SERTRALINE EXPOSURE ALTERS NEONATAL SOMATIC
AND SENSORIMOTOR DEVELOPMENT

. Selective serotonin reuptake inhibitors (SSRI) such as sertraline have been used to induce
serotonergic activity in the brain. In this work, the prenatal effects of sertraline on the
development and somatic growth of neonates rats were studied. Female Wistar rats Were
treated with sertraline (Sert, 30 mglkg, 1 mU1 00 g, s.c., n=9) or distilled water (Control,
1 mU100 g, s.c., n=7) during the entire pregnancy. After birth, six neonate males were
selected from each litter. They were divided in two groups (Sert or Control) according to
the treatment their mothers received. A "blind" investigator evaluated indicators of general

. body growth parameters (body weight anterior -posterior and latera-lateral axis of the head
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