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RESUMO

TARICANO, M. Efeitos da administracdo pré-natal de LPS no aprendizado e/ou
memaoria na prole de ratas. 2010. 103f. Dissertacdo (Mestrado)- Instituto de
Psicologia, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2010.

O lipopolissacarideo (LPS) € uma endotoxina de bactérias gram-negativas utilizada
experimentalmente para estimular processos inflamatorios e ativar o sistema imune
através da liberacdo de citocinas pro-inflamatérias no sistema nervoso central
(SNC). A administracdo experimental de LPS a ratas prenhes resulta em alteracdes
gue podem ser verificadas tanto nos animais submetidos ao tratamento quanto na
prole destas fémeas. O objetivo deste estudo foi o de verificar a existéncia
alteracdes relacionadas a aprendizagem e a memadria na prole masculina de ratas
submetidas ao LPS durante a gestacdo. Para tanto, foi administrado LPS
(100mg/kg) no 9,5° dia da prenhes de ratas Wistar. O presente trabalho avaliou os
efeitos desta administracdo no reconhecimento dos animais utilizando o olfato tanto
na infancia quanto na idade adulta, assim como os niveis de neurotransmissores no
bulbo olfatério. A atividade geral dos animais foi analisada no campo aberto e
também o comportamento no labirinto em cruz elevado. A aprendizagem dos
animais foi observada na caixa de Skinner e também foi analisado reconhecimento
de objetos dos animais. Os niveis de neurotransmissores do hipocampo na idade
adulta também foram dosados. Os resultados mostraram que a administracdo de
LPS no 9,5° de gestacao causou: 1) diminuicdo do reconhecimento do odor materno
nos filhotes na infancia e que essa alteracdo ndo permanece na idade adulta; 2)
diminuicdo nos niveis de dopamina no bulbo olfatério dos animais tratados pré-
natalmente; 3) auséncia de interferéncia na atividade geral e de locomocao dos
animais quando comparados com o grupo controle; 4) auséncia de alteracdes na
aquisicdo do aprendizado resultando porém em diminuicdo no tempo de reversao do
aprendizado; 5) nenhuma diferenca no reconhecimento de novos objetos assim
como auséncia de alteragcdes nos niveis de neurotransmissores no hipocampo
comparado ao grupo controle. Esses dados sugerem que infeccdes maternas podem
interferir no ambiente intra-uterino e desta forma interferir no desenvolvimento e na

atividade do SNC da ninhada em longo prazo.

Palavras-chave:LPS, desenvolvimento, aprendizagem



ABSTRACT

TARICANO, M. Effects of the LPS administration in learning and/or memory in
offspring rats. 2010. 103f. Dissertacdo (Mestrado)- Instituto de Psicologia,
Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2010.

The lipopolysaccharide (LPS) is an endotoxin of gram-negative bacteria used
experimentally to stimulate inflammatory processes and activate the immune system
through the release of pro-inflammatory cytokines in the central nervous system
(CNS). The experimental administration of the LPS in pregnant rats results in
changes that can be viewed both in animals subjected to the treatment and the
offspring of these females. The aim of this study was to verify the changes related to
learning and memory in male offspring of rats submitted to LPS during gestation. It
was administered LPS (100mg/kg) in 9,5™ day of pregnant of Wistar rats. This work
has investigates the effects of this administration in recognition of animals using the
olfaction in childhood and adulthood as well as levels of neurotransmitters in the
olfactory bulb. The general activity of the animals was analyzed in the open field task
and also the behavior in the elevated pluz maze. The learning process of the animals
was observed in the Skinner box and also studied animal objects recognition. The
levels of neurotransmitters of hippocampus were also analyzed. The results showed
that the administration of LPS on 9,5 gestation day caused: (1) decrease of the smell
recognition in childhood and do not remains in adulthood; (2) decrease in levels of
dopamine in the olfactory bulb of the animals treated; (3) not interfered in general
activity of animals when compared with the control group; (4) there was no difference
in the acquisition of learning but presented decrease in time reversal of learning; (5)
did not make differences in recognition of the new objects as well as not submitted
changes in levels of neurotransmitters in hippocampus compared to the group
control. These data suggest that maternal infection can interfere in the intrauterine
environment and thus interfere with development and activity of the SNC.

Keywords: LPS, development, learning
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1 INTRODUCAO

1.1 DOENCAS PRE-NATAIS

Todo o processo de desenvolvimento é caracterizado pela plasticidade do
sistema nervoso central (SNC) e pela grande influéncia que o ambiente exerce. E
por esta razdo que qualquer distlrbio neste processo podera resultar em alteracfes
permanentes por toda a vida. Diversas evidéncias mostram que eventos ocorridos
no ambiente pré-natal e intrauterino podem resultar em alteragbes no
desenvolvimento funcional e fisiologico dos sistemas em formacdo ocasionando
alteracdes neurobiolégicas subsequentes (BOUSLAMA, et al., 2006; MEYER;
FELDON; FATEMI, 2009; ROMERO et al., 2007; WANG et al., 2007;)

A atencdo a gestante tem se aprimorado nos ultimos anos, no entanto,
contrariamente ao que se esperaria como consequéncia em relacdo aos recém
nascidos, observa-se aumento no niumero de partos prematuros, nascimentos com
baixo peso e doencas perinatais, razdo pela qual procura-se entender essa
dualidade e estabelecer estratégias preventivas (LEONARDO; PENNYPACKER,
2009), que buscam a diminuicdo nas taxas de mortalidade de recém nascidos, e na
diminuicdo nas taxas de morbidades neurolégicas associadas a alteracbes no
periodo gestacional (GIRARD et al., 2009).

As complicacbes perinatais podem resultar em danos do sistema nervoso
central como paralisia cerebral, distirbios mentais como a esquizofrenia e o autismo,
podem provocar isquemia/hipéxia e retardo mental (BOUSLAMA et al., 2006;
LAROUCHE et al.,, 2005; ROMERO, et al., 2007). As causas dessas alteracdes
parecem estar ligadas as infec¢des e inflamac¢des maternas no periodo gestacional
(BOUSLAMA et al., 2006; FORTIER et al., 2004; MEYER; FELDON; FATEMI, 2009).

Neste sentido, a literatura aponta algumas relacées entre agentes infecciosos
e problemas neurolégicos nos neonatos refletidos em seu desenvolvimento pos
natal, como por exemplo a infeccdo por bactérias corioamniéticas associadas a
paralisia cerebral (GIRARD et al., 2009) e infec¢bes por bactérias gram-negativas

associadas a esquizofrenia e autismo (FORTIER et al, 2004).
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As complicacBes e as alteracdes variam de intensidade e de caracteristicas
de acordo com o periodo gestacional em que a mae foi acometida, pois de acordo
com a etapa do desenvolvimento diferentes oOrgdos estdo sendo formados e
desenvolvidos, condi¢des clinicas maternas e da intensidade do estimulo. Modelos
de ativacdo imune pré-natal sdo utilizados para estudar os efeitos da exposi¢édo
materna a agentes infecciosos no desenvolvimento do SNC e no comportamento
dos filhotes (MEYER; FELDON; FATEMI, 2009).

A resposta inflamatéria em consequéncia de uma infeccéo é capaz de afetar o
cérebro em desenvolvimento e ser responsavel pelo desenvolvimento de um grande
namero de patologias em criangas. Estas alteracdes do desenvolvimento podem ser
evidentes na infancia ou mesmo persistirem até a idade adulta (GOLAN et al., 2006;
MEYER; FELDON; FATEMI, 2009; ROMERO et al., 2007).

As intercorréncias perinatais decorrentes de processos infecciosos seguidos
de resposta inflamatéria podem causar de acordo com o periodo em que ocorrem:
alteracdes sensorio-motoras (BORRELL et al., 2002), alteracbes comportamentais,
déficits neuroldgicos (NITSOS et al., 2006; WANG et al., 2007, 2006), problemas de
aprendizagem e déficits cognitivos (BOUSLAMA et al., 2006), distarbios
neuropsiquiatricos incluindo a esquizofrenia, o autismo (KIRSTEN, 2008; SHI et al.,
2003).

Para a reproducédo dos efeitos dessas intercorréncias utiliza-se o LPS que é
uma endotoxina da parede de membrana de bactérias que atua como indutor de
respostas do sistema imune. Esta endotoxina, que serd melhor descrita nos
proximos itens, age diretamente nas células placentarias as quais induzem a
liberacdo de mediadores inflamatérios. Neste sentido, KIRSTEN (2010) mostrou que
ratas prenhes que receberam o LPS no 9,5° dia da gestacdo apresentaram lesdes
na placenta, sugerindo alteracdes no ambiente materno-fetal.

De acordo com testes comportamentais realizados com modelos
experimentais (ADEN et al.,2002; KIRSTEN, 2008; TEN et al., 2004), as habilidades
ou inabilidades observaveis no adulto no modelo experimental nado refletem
fielmente a situagdo do mesmo individuo em sua fase de desenvolvimento e
maturacdo, uma vez que este processo exerce indiscutivel influéncia sobre a
cognicdo (BOUSLAMA et al., 2006).

Esse processo de desenvolvimento e maturagcdo do sistema nervoso central

nao é diretamente aplicavel ao processo humano devido as -caracteristicas
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individuais das espécies, por esta razdo, as alteracdes e os efeitos observados nos
modelos, seguem como direcionamento para novas pesquisas e tratamentos e nao
como reproducdes fieéis. Da mesma forma que nos humanos, o desenvolvimento
ocorre também de acordo com as interferéncias e estimulos ambientais que variam.
Nos modelos experimentais, essas interferéncias podem ser controladas e
direcionadas de acordo com o objetivo da pesquisa, reforcando sua importancia no

processo de desenvolvimento (SALE et al., 2007).

1.2 LIPOPOLISSACARIDEO (LPS)

O LPS é um componente toxico estrutural, uma endotoxina, que constitui a
maior parte da membrana de bactérias gram-negativas e € fundamental para sua
integridade estrutural e funcional (Figura 1) (ERRIDGE; BENNETT-GUERRERO;
POXTON, 2002; KARROW, 2006, WANG et al, 2006, XU et al, 2006; XU et al,
2005). Nos seres humanos o LPS estd constantemente presente no sistema
gastrointestinal em pequena quantidade principalmente nos processos infecciosos e
0 aumento da permeabilidade do LPS neste sistema para o sangue esta relacionado
com alteracBes gastricas e o consumo de alcool (XU et al., 2006).

O LPS é composto por trés partes sendo uma de um lipideo complexo
(lipideo A), que estd inserido na membrana e apresenta um nucleo (core
oligosaccharide) e de uma série terminal com unidades de repeti¢cdes particulares de
cada espécie, esta é a parte mais externa composta de polissacarideos (Figura 2)
(BROOKS; BUTEL; MORSE, 2000; LU; YEH; OHASHI, 2008; SUSSMAN, 1997).
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O LPS esta ligado as membranas a partir de pontes hidrofébicas e é

sintetizado pela membrana citoplasmatica e transportado para porcéo externa final

da célula, regido em que atua como proteinas da camada externa da membrana
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(BROOKS; BUTEL; MORSE, 2000; ERRIDGE; BENNETT-GUERRERO; POXTON,
2002; SUSSMAN, 1997).

Essa estrutura, principalmente a parte lipidica do LPS € biologicamente ativa,
virulenta e seu mecanismo de acao esta diretamente relacionado com o sintoma de
algumas doencas (MWANZA et al. 2002; SUSSMAN, 1997; WANG et al, 2006;).

Com essa caracteristica e com os procedimentos de extracdo fendlica do LPS
da membrana dessas bactérias, o LPS é utilizado para provocar os efeitos de
infeccbes e dessa forma avaliar suas consequéncias, sintomatologia e mecanismo
de agdo. A extracdo do LPS é feita de diferentes bactérias gram-negativas como
Escherichia coli, Salmonella, Pseudonomas, Klebsiella pneumoniae e Proteus spp,
dentre outras (BROOKS; BUTEL; MORSE, 2000; ERRIDGE; BENNETT-
GUERRERO; POXTON, 2002; MWANZA, et al., 2002; SUSSMAN, 1997). Apesar de
preservar sua porcao de lipideo A, que certamente apresenta grande significancia
em muitos processos patoldgicos, a fisiopatologia induzida pelo LPS das diferentes
bactérias citadas ndo é coincidente. Isso ocorre pela por¢édo de polissacarideos que,
em alguns casos, encontra resisténcia no organismo (ERRIDGE; BENNETT-
GUERRERO; POXTON, 2002).

Os modelos experimentais sdo muito utilizados para andlise de alteracbes
sistémicas, compreensdo dos mecanismos de acao, fisiopatologia e farmacocinética
dos processos inflamatérios e infecciosos, e fornecem ferramentas para testar as
hipéteses de epidemiologia humana. Comercialmente para esses estudos a principal
fonte de LPS é a partir da bactéria Escherichia coli (ERRIDGE; BENNETT-
GUERRERO; POXTON, 2002; MEYER; FELDON; FATEMI, 2009; MIMS et al.,
1999).

1.3 MECANISMO DE ACAO DO LPS

O LPS é um forte indutor do sistema imune inato e encontra-se
biologicamente ativo em concentracdes picomolares (JERALA, 2007; WANG, et al,
2006). Ao entrar em contato com o organismo animal, seja a partir de uma bactéria
gram-negativa, ou pela administracéo direta do LPS extraido da membrana celular, o

LPS ira provocar uma cascata de reacdes neste organismo infectado, podendo atuar
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em diferentes células como: mondcitos, neutréfilos, plaguetas sanguineas e células
endoteliais, e, principalmente em macrofagos (SALUK-JUSZCZAK; WACHOWICZ,
2005).

A acdo do LPS se inicia com a ligacdo com uma glicoproteina do hospedeiro,
o LBP (lipopolysaccharide binding protein) que € produzido pelo figado do animal
(ADEREM; ULEVITCH, 2000; MIYAKI, 2003). Ap6s a integracdo forma-se o
complexo LPS-LBP e a partir desta formacéo o LBP pode interagir de duas formas
como descritas a seguir. A primeira forma ocorre em baixas concentracfes
aumentando a sinalizagdo do LPS extraindo-o da membrana da bactéria
direcionando-o para o receptor CD14 e a segunda, em altas concentragdes, que
inibe a sinalizacdo do LPS enviando-o para o serum de lipoproteinas e pela
formacéo de associacdes com o LPS. E a partir do contato com o receptor CD14
que se inicia o contato com os macréfagos, dando inicio a ativacéo celular (JERALA,
2007).

O receptor CD14 facilita a transferéncia do LPS-LBP para a ativacdo de TLR4
(receptores toll-like 4) que inicia a geragdo do sinal transmembranar do macrofago,
além de modular o reconhecimento do LPS (JERALA, 2007; KIRSTEN, 2008; LU;
YEH; OHASHI, 2008). Com este reconhecimento inicia-se uma série de interacdes
com os TIRs (receptor toll interleukin-1) que fazem a media¢édo da interacdo com as
proteinas (MyD88, TIRAP, TRIF, TRAM e SARM) até a ativacdo do fator NF-kB que
segue até o nucleo do macrofago e estimula a expressdo de genes responsaveis
pela sintese das citocinas pré-inflamatoérias: fator de necrose tumoral (TNF-a), a
interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6) dentre outras (HAVA et al, 2006; KIRSTEN,
2008; LU; YEH; OHASHI, 2008; ROMERO et al., 2007;). A figura 3 ilustra o
mecanismo de acdo do LPS no macréfago.

Devido a liberacdo destas citocinas, a administracdo sistémica de LPS é um
método amplamente utilizado para induzir a ativagdo da resposta imune,
principalmente da resposta imune inata (inespecifica) com a participacdo dos
macrofagos. Mais em longo prazo atuam também na resposta imune adquirida (ou
adaptativa), referente a resposta de linfécitos que reconhecem antigenos
microbianos especificos (com atuacéo dos TLR4, na ativacdo de membros da familia
B7, que ativam células T naive) (ADEREM; ULEVITCH, 2000; BORRELL et al, 2002;
LEVITON; DAMMANN; DURUM, 2005).
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Figura 3 — Mecanismo de acdo do LPS em um macrofago (adaptado de
KIRSTEN, 2008)

Alguns autores citados por Konsman et al (2008) verificaram a presenca de
citocinas pro-inflamatérias no sistema nervoso central (SNC) dos animais
administrados perifericamente com LPS levantando a hip6tese de que o mesmo
poderia atuar no SNC. As citocinas se mostraram mediadores cruciais entre o
sistema imune e SNC (QUAN; HERKENHAM, 2002) e também responsaveis pelas
alteracdes comportamentais encontradas nos animais como a anorexia, diminui¢ao
da exploragédo ambiental e social, diminuicdo da atividade locomotora, diminuicdo da
memoéria, diminuicdo do comportamento sexual dentre outras alteracdes
caracteristicas do processo inflamatorio (KINOSHITA, 2007).

Dunn (2006), Quan e Herkenham (2002) apresentaram em seus trabalhos as
vias pelas quais as citocinas atingem o SNC. S&o elas:

e As citocinas sdo proteinas tipicamente pequenas, porém grandes para
ultrapassar a barreira hematoencefélica. Apds serem liberadas e atingirem a
circulagdo sanguinea, seguem até o encéfalo e, para adentrarem, acessam
0s Orgaos circunventriculares, que sao regides encefalicas as quais
apresentam auséncia da barreira hematoencefalica. Através da dosagem das
citocinas nessa regiao e dos valores elevados encontrados € possivel verificar

a importancia desta via de acesso.
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¢ Uma importante via de acesso € 0 nervo vago que € a principal via aferente
da cavidade abdominal para o cérebro. Quando liberadas, as citocinas podem
entrar em contato com os receptores de citocinas das terminagdes vagais que
enviam um impulso nervoso até o nucleo vagal no cérebro. Experimentos de
vagotomia foram realizados e demonstraram uma diminuicdo na quantidade
de citocinas encontradas no encéfalo de animais. Guyon et al. (2008)
reforcam a importancia da via do nervo vago afirmando também velocidade
de transmissao por esta via.

e Outra forma de atingir o SNC é através da secrecdo de moléculas que
possam ultrapassar a barreira hematoencefélica. As células endoteliais do
organismo possuem receptores para citocinas que, uma vez ativados,
produzem e secretam essas moléculas que sdo mediadores inflamatérios
lipidicos (como ecosandides). Alguns trabalhos utilizam alguns inibidores de
eicosandides, como inibidores da enzima COX-2, impedem a producao dos
mediadores, suprimindo o comportamento doentio caracteristico dos
processos inflamatorios (DUNN, 2006; SALUK-JUSZCZAK; WACHOWICZ,
2005; XU et al., 2006).

e As citocinas podem modular a ativacdo de células nervosas. A microglia, que
apresenta uma funcado direta com infec¢des e inflamacdes, em contato com
citocinas liberadas pelo LPS, potencializa seus efeitos, estimulando a
producdo dessas citocinas no encéfalo.

e OQutras vias também podem contribuir para a atuacdo das citocinas no
cérebro. Estas, porém, ndo sdo as mais eficientes e provaveis. Acredita-se
que as citocinas poderiam cruzar a barreira hematoencefalica usando
sistemas de captura especificos, porém, Dunn (2006) considera a capacidade

desses sistemas relativamente baixa.

1.4 APRENDIZAGEM

As alteragbes no desenvolvimento do SNC, incluindo as infecgdes e

inflamagcbes maternas durante a gestagcdo, podem interferir e contribuir para
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comprometimentos comportamentais e cognitivos assim como no desenvolvimento
do sistema sensoério-motor do recém-nascido (ROMERO, 2008).

As deficiéncias cognitivas podem ocorrer em consequéncia de desordens do
desenvolvimento cerebral frequentemente associado a prematuridade, alteracbes
isquémicas (DUNCAN et al, 2006), ou mesmo a infeccdes maternas perinatais
(BOUSLAMA et al, 2006), sendo as inflamacgfes intrauterinas a maior causa de
partos pré-termos (BOUSLAMA et al, 2006; GOLAN et al, 2006; NITSOS et al, 2006;
WANG et al, 2007; YANG et al, 2004). A infeccéo perinatal foi identificada como uma
das causas mais comuns de encefalopatias e paralisia cerebral (EKLIND et al, 2005;
NITSOS et al, 2006). Ressalte-se que a infeccdo materna que atuando de forma
isolada ou combinada com outros eventos como, por exemplo, a hipoxemia ou
isquemia (EKLIND et al, 2005), aumenta dramaticamente o risco de paralisia
cerebral acompanhada de decréscimo da idade gestacional.

Para um melhor entendimento de como essas deficiéncias cognitivas ocorrem
nos diferentes organismos, foram criados modelos experimentais. Estes analisam o
comportamento aprendido e a memoéria em ratos e camundongos apés infeccées
perinatais, com o objetivo de evidenciar o real comprometimento e as consequéncias
destas no decorrer da vida (CAVALCANTI, 2007; ROMERO, 2008; WANG et al,
2007).

Para Cavalcanti (2007) os animais se adaptam ao ambiente por meio de
aprendizagem bem como pelas associacdes feitas entre 0os eventos, este processo
de associacéao relacionado tanto a informacdes simples quanto as mais complexas,
é chamado de condicionamento. O condicionamento depende da relacdo entre um
estimulo e o comportamento do organismo, e por esta razdo 0s animais devem
apresentar um sistema de captacdo e percepcdo de estimulos para desta forma,
adaptar-se.

Para Carlson (2002) aprendizado é o processo por meio do qual as
experiéncias vividas alteram bioquimica e estruturalmente proteinas de células
neurais, constituindo o banco de memdrias utilizado no desempenho de fung¢des ao
que genericamente se chama comportamento. As experiéncias nao séo
armazenadas, ao invés disso alteram a percepcao, a execucao de comportamentos,
0 pensar e o planejar. O autor ainda coloca que a aprendizagem pode entdo ser

definida como resultado de altera¢cBes fisicas da estrutura do sistema nervoso, de
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circuitos neurais que participam ativamente da percepgdo, execucdo de
comportamentos, pensamento e planejamento.

A aprendizagem depende da memoéria que juntas S80 processos
fundamentais para a sobrevivéncia e adaptacdo do organismo nas diversas
condi¢cdes ambientais. A simples recorda¢do ou lembranca de eventos passados é
uma definicdo extremamente simples e incompleta de memoria, pois este complexo
processo envolve varios fatores neuroanatdémicos, neurofisiolégicos, neuroquimicos,
comportamentais e ambientais. Desta forma a definicdo mais adequada de memoaria
€ a capacidade de aquisicdo e armazenamento e evocacdo das informacdes
(VALADARES, 2006).

Para um desenvolvimento adequado da aprendizagem alguns fatores séo
importantes, como a integridade do SNC, do sistema sensorial e perceptual
(FONSECA, 1995). A alteracdo em qualguer um desses sistemas pode resultar em
adaptacdes deficitarias ao meio, assim como dificuldade na percepc¢ao, aquisicao e
armazenamento de informacdes obtidas no ambiente, e desta forma, comprometer a
sobrevivéncia de uma determinada espécie.

Nos ratos um importante sistema de percepcdo, adaptacdo e
consequentemente de aprendizagem, é o sistema olfatério o qual, de acordo com
Durand et al (1998), € fundamental para o reconhecimento e processamento
cognitivo desses animais.

O sistema olfatério dos ratos, assim como de outros mamiferos, é capaz de
detectar e discriminar milhares de diferentes moléculas no ambiente e essa
habilidade € crucial para o seu desenvolvimento e sobrevivéncia. Apesar de estar
presente desde o nascimento, o sistema olfatério se desenvolve durante a vida do
animal e se aprimora de acordo com as informacfes olfatérias adquiridas e
armazenadas. Os filhotes de ratos sdo menos sensiveis a odores do que ratos
adultos, possivelmente pela quantidade limitada de inervacdes sensoriais formadas
nesta etapa, porém, mesmo na infancia, os filhotes ja sdo capazes de se guiar e
utilizar as pistas olfatorias para sua sobrevivéncia (GUTHRIE; GALL, 2003).

Outro fator fundamental para a aprendizagem e desenvolvimento tanto animal
guanto humano, € o ambiente em que esta inserido e a oferta de estimulos que este
sistema recebe e busca. Para que receba esses estimulos e dessa forma se
desenvolva, 0 SNC necessita que suas conexdes nervosas se adaptem ao meio em

que esta inserido e modifique seu comportamento (aprendizagem). Para tanto a
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integridade do sistema motor e sensorial deve estar preservada de tal forma a
permitir a busca e percepcao adequada de estimulos (AYRES, 2005).

Os modelos experimentais que investigam 0s processos cognitivos utilizam
tarefas comportamentais e observam como o animal se locomove e utiliza o sistema
sensorial para a exploragéo e resposta ao ambiente. Um exemplo destes modelos
sdo os labirintos nos quais o animal deve mover-se e interagir com os estimulos a
gue € exposto. Sem um sistema locomotor e sensorial integros, essas tarefas seriam
extremamente prejudicadas. (KLEMENT; BLAHNA; NEKOVAROVA, 2008).

Kirsten (2008) analisou as alteracbes comportamentais e neuroquimicas da
prole masculina de ratos expostas ao LPS (100 pg/Kg) no DG 9,5 e verificou que
apesar da presenca de comportamento doentio das maes apés a administracao do
LPS, ndo houve comprometimento do desenvolvimento fisico e reflexolégico,
tampouco na atividade geral dos filhotes no campo aberto. A dose e tratamento
utilizado por Kirsten interferiu em alguns comportamentos desses animais como na
diminuicdo do comportamento de brincar, na interacdo social na idade adulta e
também nos niveis de dopamina estriatal e seus metabdlitos, sugerindo que as
infeccdes e inflamacdes maternas durante a gestacdo resultam em danos cerebrais
e prejuizos comportamentais a longo prazo em seus filhotes.

Considerando evidéncias apresentadas em estudos envolvendo as infecgbes
gestacionais que provocam alteracbes comportamentais e neurofisiolégicas
permanentes em filhotes e, sabendo que humanos estdo frequentemente expostos a
essas endotoxinas, como citado anteriormente, surge a necessidade de aprofundar
as pesquisas para melhor compreender as alteragbes provocadas por essas
infeccbes. Esse estudo visa dar continuidade aos estudos de Kirsten (2010)
analisando as possiveis alteracfes na aprendizagem e na memoria desses animais.

O modelo de estudo de infec¢édo pré-natal com LPS no DG 9,5 foi proposto,
por tratar-se de um periodo critico para anormalidades (MEYER; YEE; FELDON,
2007) e que provoca alteracbes comportamentais e neuroquimicas como
demonstrado por Kirsten et al. (2010). Neste sentido, este trabalho foi desenvolvido
para que se pudesse verificar a extensdao dos comprometimentos nos campos
relacionados a aprendizagem e memoria desses animais através de avaliacao

comportamental e neuroquimica.
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2 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi o de estudar os efeitos comportamentais e
neuroquimicos da administracdo pré-natal de LPS no 9,5° dia da gestagc&o na prole

masculina de ratas.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estudar os efeitos da administracdo de 100ug/Kg de LPS no 9,5° dia de

gestacdo no comportamento maternal.

e Estudar os efeitos da administracdo de 100ug/Kg de LPS no 9,5° dia de
gestacdo na preferéncia olfatéria na prole masculina na infancia e na idade

adulta.

e Estudar os efeitos da administracdo de 100ug/Kg de LPS no 9,5° dia de
gestacao na atividade geral da prole masculina de ratos na idade adulta.

e Estudar os efeitos da administracdo de 100ug/Kg de LPS no 9,5° dia de
gestacao no aprendizado por condicionamento da prole masculina de ratos na
idade adulta.

e Estudar os efeitos da administracdo de 100ug/Kg de LPS no 9,5° dia de
gestacao no reconhecimento de objetos da prole masculina de ratos na idade
adulta.
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Estudar os efeitos da administracdo de 100ug/Kg de LPS no 9,5° dia de
gestacdo no comportamento no labirinto em cruz elevado da prole masculina

de ratos na idade adulta.

Estudar os efeitos da administracdo de 100ug/Kg de LPS no 9,5° dia de
gestacdo nos niveis de neurotransmissores e de seus metabdlitos no

hipocampo e bulbo olfatério da prole masculina de ratos na idade adulta.
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Biotério e Laboratdrio de Farmacologia
Aplicada e Toxicologia do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo (FMVZ-USP).

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos machos e fémeas Wistar de mesma linhagem, obtidos
através de cruzamentos sucessivos do biotério da Faculdade de Medicina
Veterindria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade de S&o Paulo. Todos os
procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Bioética da FMVZ sob o
protocolo nimero 1335/2008.

Estes animais foram alojados em grupos de até quatro animais, em gaiolas de
polipropileno medindo 32 X 38 X 16 cm com agua e alimento ad libidum durante todo
o procedimento experimental. Os animais foram mantidos em sala com temperatura
controlada (22 + 2° C), por meio de ar condicionado e sistema de exaustéo e ciclo de
12 horas de claro e escuro, sendo a luz acesa as 6:00 horas.

Inicialmente as fémeas foram colocadas com machos (2 X 1) até a deteccao
da prenhes, a qual foi feita no comec¢o da manha (7:00 - 8:00 horas), por meio de
verificacdo da presenca de espermatozoides do lavado vaginal. Este procedimento
consiste em introduzir e recolher solucdo salina 0,9% (cloreto de sodio 0,9%) na
vagina de ratas com o auxilio de pipeta plastica tomando-se o cuidado de né&o
aprofundar a insercdo de modo a evitar situacdes experimentais de pseudo-prenhes.
Logo apds esta etapa, o contetdo liquido da pipeta (lavado vaginal) é colocado
sobre uma lamina de vidro e observado ao microscopio 6ptico (MARCONDES;
BIANCHI; TANNO, 2002). Se verificada a presenca de espermatozoides,
considerou-se como dia 0 (zero) da gestacao (DG 0) daquela fémea. Esses animais
foram entéo separados e acondicionados individualmente em gaiolas-moradia, e ali
permaneceram durante toda a gestagdo. Apos a etapa de acasalamento os machos

foram utilizados em outros experimentos.
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Apo6s o nascimento da prole as ninhadas foram padronizadas em 8 filhotes
por fémea, sendo 4 do sexo masculino e 4 do sexo feminino. No 21° dia os animais
de sexos opostos foram separados, as fémeas foram direcionadas para outro

experimento enquanto os machos foram utilizados para a realizacao deste trabalho.

3.2 DROGAS E SOLUCOES

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

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

Solucéo de LPS: solugcdo na concentracdo de 50 mg/ml de LPS em solucéao
aquosa de NacCl estéril a 0,9%.

3.3 TRATAMENTO

Foram utilizadas 60 ratas divididas em dois grupos com 30 animais em cada.
O grupo experimental recebeu no DG 9,5 por via intraperitoneal (i.p.), 100 pg/Kg de
LPS e aquelas do grupo controle, 0,1 ml de solugcédo salina pela mesma via dos
animais tratados com LPS. Esta etapa do trabalho foi realizada sempre no periodo
da tarde, mais precisamente entre 14:00 as 17:00 horas.

Essa dose de LPS foi escolhida, pois induz alteracbes comportamentais e
enddcrinas, além de aumentar os niveis de citocinas na placenta (KIRSTEN et al.,
2010; SPENCER et al.,, 2007; WANG et al., 2006;). O DG 9,5 foi usado, pois
coincide, em ratos, com o periodo de organogénese cerebral, especificamente com
a formacéo da placa neural (BERNARDI, 2006; DESESSO, 2006).
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3.4 AVALIACAO DO COMPORTAMENTO MATERNAL EM RATAS LACTANTES.

Justificativa: Este teste foi realizado uma vez que alteragbes no
comportamento materno podem levar a alteragbes comportamentais e

neuroquimicas na prole.

Método: O teste comportamental foi realizado no 5° dia de lactacdo com um
grupo de 8 animais pré-natalmente tratados com LPS e 8 animais tratados com
solugéo salina. Inicialmente foi anotada a posicéo dos filhotes e da méae na gaiola
moradia, aproximadamente as 8:00. De acordo com o posicionamento dos animais a
situacdo foi classificada como presenca ou auséncia de formacéo do ninho na gaiola
moradia. Logo apoés, a ninhada foi retirada da gaiola, sendo colocada em uma outra
gaiola sem maravalha onde permaneceu por 1 hora. Os filhotes foram colocados na
gaiola divididos em quadrantes e o comportamento materno foi observado por 30
minutos, aos 45 e 60 minutos.

A observacao do comportamento materno foi realizada medindo-se:

e Laténcia (s) para buscar os 8 filhotes (REC);

e Laténcia (s) para agrupar esses filhotes dentro do ninho (AGRUP);

e Laténcia (s) para a rata ficar sobre a ninhada em posicdo apropriada a
amamentacao (CROUCH);

e Laténcia (s) para o comportamento maternal total (CMT), o que significa ficar
em posicdo de amamentacdo sobre o filhote por pelo menos 2 minutos
consecutivos.

As ratas que ndo apresentaram o0 comportamento maternal durante os 10
primeiros minutos do teste foram retiradas do experimento, da mesma forma que as

maes que tiveram menos de 8 filhotes (4 fémeas e 4 machos) por ninhada.
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3.5 TESTE DE PREFERENCIA OLFATORIA EM FILHOTES DE RATAS

Justificativa: Como comentado em trabalho anterior, mostrou-se que filhotes
de ratas expostos ao mesmo tratamento com LPS apresentaram redugdo no
comportamento social na infancia e na idade adulta (KIRSTEN et al, 2010).
Considerando-se estes resultados foi proposto que a inflamacdo materna neste
periodo poderia representar um modelo de autismo. Uma das deficiéncias no
autismo é a auséncia de reconhecimento materno. Portanto, este experimento foi
delineado com a finalidade de verificar possiveis alteracdes na olfacédo da prole, fato

importante no reconhecimento materno.

Método: Um filhote de cada ninhada (8 para o grupo controle e 8 para o0 grupo
experimental) foi submetido ao teste de preferéncia olfatéria no DPN 7. Este
experimento foi realizado no periodo da tarde entre 14:00 e 17:00 horas.

O experimento foi baseado nos estudos de aprendizagem olfatdria associativa
(RAINEK, et al., 2009) e consiste na escolha de dois odores diferentes: o do ninho e
o da maravalha limpa. Para a observacdo da preferéncia olfatéria foi empregada
uma caixa de polipropileno (caixa moradia) medindo 32 X 38 X 16 cm, higienizada
com alcool 5% e preparada com 300ml de maravalha limpa colocada em uma das
extremidades da caixa e na outra extremidade, 300ml de maravalha retirada da
caixa moradia em que o filhote estava abrigado (Figura 4).

O filhote foi colocado do lado oposto, de frente para as duas amostras de
maravalha e o tempo em que o filhote (cabeca ou corpo) permaneceu em cada lado
foi anotado. A observacdo teve a duracdo de um minuto. Os animais foram
observados em 5 tentativas com um intervalo de 2 minutos entre elas, intervalo em
que o animal foi colocado de volta na sua caixa moradia. Em cada um dos 5
procedimentos as maravalhas eram trocadas de lado (esquerda e direita) e ao final
do experimento a caixa de procedimento foi higienizada com alcool 70% para
eliminar os odores e ndo interferir no comportamento do proximo animal a ser
observado. Estes procedimentos foram gravados por uma camera de video.

Os valores numéricos resultantes de cada uma das tentativas foram somados
ao final do experimento e com isso foi analisado o tempo total de permanéncia do

filhote do lado da maravalha do ninho e o tempo total de permanéncia do filhote na
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maravalha limpa nas 5 tentativas. Ao final do experimento os animais foram

colocados novamente em suas gaiolas de origem.

Figura 4- Esquema da caixa utilizada para a avaliacédo da
preferéncia olfatoria no DPN 7.
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3.6. TESTE DA ATIVIDADE GERAL EM CAMPO ABERTO

Justificativa: Este experimento foi planejado para verificar possiveis
alteracbes motoras e de emocionalidade na prole de ratas expostas ao LPS no DG
9,5, as quais poderiam interferir na performance dos experimentos comportamentais

subsequentes.

Método: Um filhote de cada ninhada (9 para o grupo controle e 10 para o
grupo experimental) foi observado no campo aberto no DPN 60. O aparato é
construido segundo Broadhurst (1960) e modificado por Faggin e Palermo-Neto
(1985), para observacao da atividade geral dos animais. O experimento foi realizado
sempre no periodo das 8:00 as 12:00 horas e intercalando os animais de diferentes
grupos para evitar possiveis interferéncias do ciclo circadiano sobre o resultado.

Este campo aberto é constituido de uma arena circular com 97 centimetros de
diametro por 32,5 centimetros de altura, pintado em cinza escuro fosco (Figura 5) e
subdividido virtualmente pelo sistema computadorizado EthoVision® (descrito no item
3.6.1).

Figura 5- Arena de campo aberto utilizada para a observagdo da atividade
geral individual dos filhotes no DPN 60 por uma sessdo de 5
minutos. A arena foi subdividida virtualmente pelo sistema
computadorizado EthoVision®.
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Cada animal foi colocado individualmente no centro da arena e observado por
um periodo de 5 minutos, com o ambiente sempre previamente limpo com alcool
5%, eliminando possiveis odores deixados por outros animais.

Os parametros observados e calculados automaticamente pelo EthoVision®
foram:

Distancia percorrida (cm): € a distdncia que o animal percorreu, em
centimetros, pela arena de campo aberto, calculado pela somatoria das distancias
medidas em linha reta, pelo animal entre duas amostras consecutivas.

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

Numero de entradas: é o parametro que corresponde ao numero de vezes
gue o animal adentrou em cada zona, na arena de campo aberto.

Tempo na zona (s): é o tempo que o animal passa em cada uma das zonas
da arena de campo aberto. Ativado quando as coordenadas do centro de gravidade
do animal coincidem com as coordenadas compreendidas pela zona de interesse.

Tempo de levantar: tempo em segundos que o animal permaneceu apoiado
nas patas posteriores, com o tronco perpendicular ao ch&o, podendo ou nao tocar
com as patas anteriores as paredes do campo aberto.

Frequéncia de levantar: niumero de vezes que o animal apresentou postura
de permanecer apoiado nas patas posteriores, com o tronco perpendicular ao chéao,
podendo ou ndo tocar com as patas anteriores as paredes do campo aberto.

Tempo de auto-limpeza: tempo em segundos do ato de lamber ou cocgar os
proprios pélos, membros e / ou regido genital.

Frequéncia de auto-limpeza: nimero de vezes que o0 animal permaneceu se
lambendo ou cocando os préprios pélos, membros e/ou regido genital.

Duracéao de imobilidade: tempo em segundos, no qual o animal permaneceu

imovel, podendo ou ndo apresentar movimento de vibrissas.
3.6.1 Sistema de observacdo computadorizada — EthoVision®
Para andlise de comportamento foi utilizado um sistema de rastreamento em

video, de andlise de movimento e reconhecimento comportamental (NOLDUS,

1997). Este sistema de observacdo indireta engloba um software EthoVision® —
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Video Tracking, Motion & Behavior Recognition System — versao 1.90 (Noldus
Information Technology, Leesburg, VA, USA), uma camera filmadora (CCD-Iris Color
Sony), monitor de video (Sony) disposta dentro de uma sala reservada para o
experimento, com iluminacdo difusa e sem qualquer ruido. Esta camera esta
conectada & um microcomputador (Pentium 133, 16MB de memdria RAM, 1,2 gB de
disco rigido) com placa de captura de video (TARGA + Truevision,n 2D NTSC),
monitor SVGA, teclado e mouse, além de cabos e conectores localizado fora da sala
(Figura 6).

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

O programa permite ainda sobrepor a imagem da arena (captada pela
camera) com uma representacdo grafica de zonas construidas virtualmente no
computador — subdividindo a arena em trés &reas concéntricas — periférica,
intermediaria e central (Figura 7).

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

texto) aberto na planilha do programa Microsoft Excel® 7.0.
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Figura 6- Sistema de observacdo computadorizada EthoVision®. A: arena
de campo aberto; B: cAmera para captacdo das imagens; C:
monitor de video ligado ao computador; D: imagem digitalizada
representada em pixels. O mesmo programa rastreia e analisa o
comportamento animal.

- Periférica
- Intermediaria

Central

Figura 7- Representacdo das subdivis@es virtuais feitas na arena de campo
aberto pelo programa EthoVison®: Periférica, Intermediaria e
Central.
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3.7 TESTE DE RECONHECIMENTO DE UM NOVO OBJETO

Justificativa: O modelo de reconhecimento de um novo objeto esta sob a
modulacdo do hipocampo, area tida como importante no estabelecimento de mapas
espaciais (MANNS, EICHENBAUM, 2009). Neste sentido, as alteragbes
comportamentais em roedores relevantes para o autismo incluem deficiéncias na
interacdo social, comportamento estereotipado e reducédo na funcdo cognitiva (para
revisdo- veja DICICCO-BLOOM et al.,2006; MOLDIN et al., 2006; MOY et al., 2006).
Adicionalmente Presti-Torres et al (2007) relacionam deficiéncias na interacdo social
na infancia e no reconhecimento de objetos com altera¢cdes hipocampais, além de
sugerir que estas deficiéncias possam representar um modelo de autismo. Portanto,
este trabalho investigou os possiveis efeitos da administracdo prenatal de LPS no

modelo de reconhecimento de novos objetos com este foco.

Método: Neste experimento, os animais controle (n= 9) e os animais tratados
pré-natalmente com LPS (n=9), no DPN 70, passaram por um procedimento de
reconhecimento de objetos. O aparato utilizado para este experimento foi um campo
aberto que consiste em uma arena redonda de madeira pintada de preto com 40
centimetros de didmetro e 25,5 centimetros de altura. Os experimentos foram
realizados em uma sala isolada de ruidos e registrados por uma camera de video
localizado acima da arena (Figura 8) permitindo analisar o tempo de exploracdo dos

objetos sem a presenca do experimentador dentro da sala.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Manns%20JR%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Eichenbaum%20H%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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Figura 8- Esquema de campos aberto utilizado com a camera para
captacdo das imagens.

Os objetos utilizados para o reconhecimento foram dois dados idénticos
(objeto A) e um cone de plastico pequeno (objeto B). O material dos objetos
utilizados ndo poderia ser reconhecido por vias olfatérias e sua forma ndo apresenta
significancia no comportamento dos animais (GARCIA-CAPDIVILA, et al., 2009)
Esses objetos (Figura 9), ap0s cada tentativa, foram imersos no alcool 5% para
eliminar pistas olfatérias, assim como o campo aberto foi higienizado com o mesmo
alcool (DODART; MATHIS; UNGERER, 1997). Outro cuidado foi colocar os objetos

exatamente no mesmo lugar e os dados virados sempre da mesma forma.

Figura 9- Objetos utilizados para o reconhecimento
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Inicialmente os animais foram expostos a arena sem a presenca de qualquer
objeto, para adaptacdo ao ambiente, durante trés dias consecutivos por um periodo
de 30 minutos diarios. No quarto dia iniciaram-se os testes de reconhecimento, em
gue os animais foram colocados no campo aberto com a presenca dos objetos A
(objetos idénticos), por um periodo de 5 minutos (habituagc&do). Apdés a habituacéo
passaram por um periodo de descanso de 10 minutos na gaiola de origem e, em
seguida foram, colocados novamente na arena para a avaliacdo da memodria de
reconhecimento. Na avaliagdo do reconhecimento, um dos objetos A foi substituido
por um objeto B e os animais ficaram por mais 5 minutos expostos aos dois objetos.

Foram calculados os tempos de exploracdo dos objetos A na habituacéo
(Tempo Al e A2), o tempo de exploracdo do objeto A na avaliacdo do
reconhecimento (Tempo A3), do objeto B (Tempo B) e o indice de discriminacao dos
objetos (ID) obtido através da relacdo (GARCIA-CAPDIVILA, et al., 2009):

Tempo B — Tempo A3 X 100

Tempo A3 + Tempo B

Vo2 / NN
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Avalla(;ao dor reconhemmento

Figura 10- Esquema do teste de reconhecimento de objeto
(adaptado de VENTURA, 2004).
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3.8 CONDICIONAMENTO OPERANTE DE RATOS

Justificativa: Dentro da perspectiva do presente trabalho procurou-se enfocar
outro aspecto relacionado ao autismo: “Padrbes restritivos repetitivos e
estereotipados de comportamento, interesses e atividades” incluindo preocupacdes
abrangentes, intensas e rigidas com padrfes estereotipados e restritos de interesse;
adesao inflexivel a rotinas ou rituais nao-funcionais especificos; maneirismos
estereotipados e repetitivos (KLIN, 2006). Assim, a prole das ratas expostas ao LPS
no DG 9,5 foi treinada em esquema de condicionamento operante com reforgo na
presenca de luz até o aprendizado estar estabelecido. Nesse momento, inverteu-se

o estimulo para o reforco, ou seja, este somente foi liberado na auséncia de luz.

Método: Um filhote de cada ninhada (5 para o grupo controle e 5 para o grupo
experimental) foi submetido a avaliacdo da aprendizagem na caixa de
condicionamento no DPN 90. O aparato da Funbec® consiste em uma caixa (26 X
22,5 x 31 cm) de laterais de aluminio, com o teto e a frente de acrilico transparente,
piso em barras de ago, uma barra em ac¢o do lado direito para acionar o bebedouro
(a 7cm do piso), uma luminaria com luz de 2 leds de alta poténcia, no topo da caixa
do lado direito em suporte fixo. A caixa apresenta um controle manual externo com
um contador de pressbes da barra, um controle com um interruptor que aciona o
bebedouro com a pressao da barra ou manualmente e um controle de intensidade

de luz como ilustra a figura 11 e 12.
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Figura 11- Caixa de condicionamento operante. A: Luz superior; B: Piso
com barras de ago; C: Contador de pressdes na barra; D:
Controle manual do bebedouro; E: Controle de intensidade da
luz.

Figura 12- Parte interna da caixa de condicionamento operante. A: Barra
de pressdao; B: Bebedouro

O experimento consistiu em condicionar 0s animais controle e experimental a
resposta de pressdao na barra da caixa de condicionamento, na discriminacao e
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reversdo do aprendizado. Para a aquisicdo do condicionamento os animais foram
submetidos a uma sequéncia de procedimentos: modelagem, reforco continuo da
resposta de pressao (CRF), discriminacdo e reversdao (CAVALCANTI, 2007). Antes
dos animais serem submetidos ao experimento foram privados de agua por 18
horas.

Inicialmente os animais passaram pela etapa de modelagem que consistiu em
treinar 0s animais para a pressao na barra. Todos os comportamentos apresentados
pelos animais voltados para a barra resultavam no acionamento do bebedouro pelo
experimentador, acompanhado do “click” caracteristico do mecanismo da barra em
funcionamento. O objetivo foi aproximar o animal do bebedouro quando ouvia o
ruido de funcionamento deste, com a intencao de associar o som do bebedouro com
a presenca da agua.

Para encerrar a modelagem foi considerada a emissdo de dez respostas
consecutivas de pressao a barra, com uma ou ambas as patas dianteiras. Ocorrendo
isto a chave de comando da caixa foi deixada no automatico para que as respostas
de pressdo a barra passassem a ser reforcadas automaticamente. Logo apos a
modelagem ter sido finalizada, deu-se inicio ao reforco continuo da resposta de
pressao a barra (CRF). O efeito do CRF é fortalecer a resposta de pressao a barra, e
manté-la em alta frequéncia no repertorio do comportamento animal. Nesta etapa foi
registrada a frequéncia de respostas durante 30 minutos sendo que toda resposta de
presséo foi reforcada pela apresentacao imediata de uma gota de agua.

Durante as etapas de modelagem e CRF, a luz foi mantida acesa em 100% e
ao final da etapa CRF foi realizada a etapa de discriminagdo, na qual os animais
controle e experimental aprenderiam a discriminar, emitindo respostas no claro e no
escuro total.

O animal foi colocado na caixa com luz acesa e observada por 1 minuto a
frequéncia de resposta com a chave do bebedouro ligada, ou seja, respostas com
reforco. Depois de 1 minuto a luz e a chave do bebedouro foram desligadas
(respostas sem reforco) e os animais foram observados por mais 1 minuto. Este
procedimento seguiu por 16 minutos por sesséao.

Quando o animal atingiu 80% de respostas corretas, ou seja, pressionar a
barra na presenca de luz, procedeu-se ao teste de reversdo que teve a intencao de
mudar para o oposto do que foi ensinado. Nesta Ultima etapa os animais foram

observados durante 1 minuto no claro e 1 minuto no escuro por 16 minutos em cada
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sessdo, porém no claro, a chave do bebedouro permaneceu desligada enquanto que
no escuro a chave foi acionada reforcando as respostas de pressao a barra.
Atingido 80% de respostas no escuro com reforco foi considerado aprendido

e 0 aprendizado revertido.



Material e Métodos 48

3.9. TESTE DE PREFERENCIA OLFATORIA EM RATOS ADULTOS

Justificativa: Este experimento investigou se as alteracbes na preferéncia
olfatéria da prole masculina de ratas expostas ou ndo pré-natalmente ao LPS,
observada na infancia, se referiam a interferéncias na olfacdo e se as mesmas

seriam persistentes.

Método: Um filhote de cada ninhada (8 para o grupo controle e 8 para o grupo
experimental) foi submetido ao teste de preferéncia olfatéria no DPN 90. Para tanto,
empregou-se um aparato de acrilico transparente medindo 154 x 25 x 25
centimetros, a 5 centimetros da plataforma de apoio, com abertura superior. Este
aparato foi separado e demarcado com as seguintes medidas, como ilustram as
figuras 13 e 14.

25cm 25cm

I | I
77cm /77cm

Figura 13 — Esquema das medidas do aparato para o experimento de
preferéncia olfatoria na idade adulta,

Figura 14 — Aparato utilizado para o experimento de preferéncia olfatéria
na idade adulta no DPN 90. O aparato foi dividido com
marcacdes na parte externa da caixa de acrilico.
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Em cada extremidade do aparato foi colocada maravalha limpa, preenchendo
todo o espaco de 25 x 25 centimetros, sendo que no lado esquerdo deste, foi
despejada uma amostra de 2 ml de sangue de rato Wistar, obtida no mesmo dia do
experimento para manter-se fresca e, homogenizada com heparina para evitar a
coagulacgéo.

Imediatamente apos a preparacao do aparato, o animal foi colocado na linha
média demarcada para o inicio do experimento. Cada animal permaneceu no
aparato por dois minutos enquanto seu comportamento foi registrado por uma
camera de video para avaliacdo. Apds os dois minutos, os animais foram retirados e
colocados de volta na mesma gaiola de origem.

Os animais dos diferentes grupos foram observados e intercalados entre si
para evitar possiveis interferéncias do ritmo circadiano sobre os resultados.

Os parametros avaliados foram: tempo em que o animal permaneceu em
cada lado do aparato, especificando o tempo em que permaneceu em cima das
maravalhas (com sangue e limpa), nos corredores centrais e o primeiro lado a que o

animal se dirigiu.
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3.10. TESTE EM LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

Justificativa: Este experimento foi planejado e executado uma vez que oS
ratos tratados pré-natalmente com LPS apresentaram respostas exacerbadas ao
ruido da barra no teste de condicionamento operante fato que poderia indicar

aumento de ansiedade.

Método: O estudo dos niveis de ansiedade foi realizado no labirinto em cruz
elevado como descrito por Pellow et al (1985) no DPN 90. O teste consiste em
colocar o animal em um labirinto formado por dois bragos abertos protegidos por
uma borda (50 x 10 x 0,5 cm) cruzados por dois bracos fechados (50 x 10 x 40 cm) e
elevado a 50 cm do piso (Figura 15).

A avaliagdo do comportamento nesse labirinto foi feita colocando-se cada
animal, individualmente, no centro do aparelho, com a cabeca voltada para um dos
bracos fechados. Foi considerada como “entrada” em um dos bragos, ou
permanéncia nos bracos, o ato de o animal colocar as quatro patas dentro de cada
area do aparelho. Cada animal foi observado por 5 minutos, através do sistema de
observacdo indireta EthoVision®, conforme descrito em 3.6.1.

Figura 15- Labirinto em cruz elevado
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Como indicativo da avaliagdo do comportamento foram registrados o0s

seguintes parametros:

* Numero de entradas nos bragcos abertos (EA): corresponde ao ato de o
animal entrar nos bragos abertos com as quatro patas;

* Numero de entradas nos bracos fechados (EF): corresponde ao ato de o
animal entrar nos bracos fechados com as quatro patas;

« Tempo de permanéncia nos bracos abertos (TA): corresponde ao tempo
de permanéncia neste braco, em segundos;

« Tempo de permanéncia nos bragos fechados (TF): corresponde ao tempo

de permanéncia neste braco, em segundos.

Assim como na avaliacdo da atividade geral no campo aberto, outros
parametros foram registrados e avaliados: velocidade média, freqiiéncia e duragéo
da imobilidade, tempo e frequéncia de auto-limpeza, duracdo e frequéncia de

levantar.
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3.11 DOSAGEM DE NEUROTRANSMISSORES

Justificativa: Os niveis de neurotransmissores centrais foram avaliados no
hipocampo e no bulbo olfatério pois estas areas estdo relacionadas com alguns dos
modelos comportamentais estudados nesta dissertacéo.

Método: O estudo da neuroquimica foi realizado com o fim da determinacéo
das concentracdes de neurotransmissores e de seus metabdlitos no cérebro dos
animais. Para tal, duas estruturas do encéfalo foram colhidas — o hipocampo e o
bulbo olfatério no DPN 90 — e preparadas para posterior andlise por sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). O método foi previamente descrito

em nossos laboratérios (FELICIO et al., 1996), como segue.

3.11.1 Coleta dos tecidos e preparo das amostras

Os animais destinados para este experimento (9 do grupo controle e 9 do
grupo experimental) foram decapitados em guilhotina. O encéfalo foi retirado, lavado
com solucéo salina gelada (4°C) e as duas estruturas pré-escolhidas, o hipocampo e
o bulbo olfatério, foram coletadas sobre placa de gelo seco, formando assim um
micro-ambiente o mais frio possivel. Essas regides foram dissecadas com base nas
coordenadas de Paxinos e Watson (1998).

Cada estrutura retirada foi entdo pesada em balanca analitica, acondicionada
em eppendorf e estocada em freezer a -80°C para posterior homogeneizacao por um
periodo de 20 dias. Estes procedimentos de coleta duraram no maximo 3 minutos
por animal.

As estruturas retiradas do encéfalo do animal foram homogeneizadas com o
auxilio de uma caneta sonicadora de alta frequéncia na proporc¢éo de 15 vezes o seu
peso com solucdo diluente gelada de &cido perclérico (CIHO4) 0,1 M (Merk®)
contendo 0,02 % de metabissulfito de so6dio (Na2S205), EDTA dissédico (acido
dissodico etilenodiaminotetracético) e uma concentragdo conhecida de DHBA (&cido

3,4-dihidroxibenzilamina), utilizado como padrédo interno para as dosagens de
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monoaminas. O DHBA foi escolhido como padrdo interno por ter as mesmas
caracteristicas fisico-quimicas que as monoaminas dosadas.

Os homogenatos foram deixados para pernoitar em refrigerador (0°C) com a
finalidade de se obter uma boa precipitacdo das proteinas e acidos nucléicos, e
consequentemente melhor purificagdo das amostras. Apds esta etapa, o material foi
centrifugado a 5.590g por um periodo de 30 minutos (centrifuga Harrier 18/80 MSE
da Sanyo® - refrigerada a 4°C).

Logo em seguida o sobrenadante foi retirado, acondicionado em eppendorf e
estocado em freezer a -80°C para ser utilizado na quantificacdo bioquimica no HPLC

apos 30 dias.

3.11.2 Aparelho

Para as dosagens neuroquimicas, o sistema utilizado foi o de cromatografia
liquida de alta eficiéncia HPLC (Shimatzu®, Kyoto, JP), composto por uma bomba,
um amortecedor de impulsos, uma valvula injetora de 20 ml, um detector
eletroquimico, um forno de coluna para manutencao da temperatura, um registrador
de dois canais e um integrador (Modelo Chromatopac), todos da marca SHIMATZU®.
A coluna utilizada foi a "C-18" (SUPELCO®, Sigma, St. Louis, MO, USA) medindo
150 x 4,6 mm acoplada a uma pré-coluna e filtro de linha.

A técnica utilizada foi a de cromatografia em fase reversa com pareamento
ibnico, a qual se fundamenta na cromatografia de particAio ou absorcéo
(GERENUTTI, 1996).

3.11.3 Preparo das solucdes

A fase movel, ou seja, 0 meio de arraste neste tipo de cromatografia era
constituida de: 4,20 g/l de &acido citrico, 7,16 g/l de fosfato de sédio dibasico
(NaH2PO4), 556,0 mg/l de acido heptanossulfénico (HSA), 40,0 mg/l de EDTA e
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80,0 ml/l de metanol absoluto. O pH desta solucédo foi ajustado para 3,0 com auxilio
do &cido ortofosforico (H3PO4).

A fase moavel foi filtrada em um sistema a vacuo e deaerado por 30 minutos
com um fluxo de hélio antes de ser instalada no HPLC.

ApOs sua instalacdo no sistema cromatogréafico, permaneceu por uma noite
(overnight) circulando em sistema fechado para estabilizacdo do aparelho, com um
fluxo constante de 1,2 ml/min. O detector eletroquimico foi mantido com potencial de
+ 0,83 V no eletrodo de trabalho. O forno foi mantido em temperatura constante de
45° C.

As solugdes padrao foram preparadas utilizando-se 1 nM de cada um dos
padrées: DHBA, hidrocloridrato de dopamina (DA), acido 3,4-dihidroxifenilacético
(DOPAC), acido homovanilico (HVA), hidrocloridrato de serotonina (5-HT), acido 5-
hidroxindolacético (SHIAA) e noradrenalina (NOR), todos da Sigma® Estes foram
diluidos em uma solu¢cdo padrdo composta de acido cloridrico 0,1M e 0,02%
Na,S,0s, distribuidos em tubos eppendorf (1,5 ml), e, em seguida, estocados em
freezer -80°C por um periodo de até dois meses. No momento da analise, os
padrées foram descongelados e diluidos 5.000, 10.000 e 20.000 vezes em &cido
perclorico 0,1 M e filtrados em filtros descartaveis de 0,25 pym antes de serem
injetados no HPLC.

Segundo a técnica cromatografica, as substancias foram reconhecidas a partir
do seu tempo de retencdo na coluna cromatografica, comparando-as com o0s
padroes.

O limite de detecc¢éo foi acima de 0,2 ng para DA, DOPAC, HVA, 5-HT, 5HIAA
e NOR.

Os niveis dos neurotransmissores serotonina, dopamina e de seus
respectivos metabdlitos 5HIAA, DOPAC e HVA, foram utilizados na obtencédo das
taxas de utilizagdo dos neurotransmissores, atraves da razdo dos metabdlitos com

0S heurotransmissores.
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3.11.4 Calibracéo

A calibracao foi procedida com a adicdo de padréo interno. O padréo interno
utilizado foi o DHBA pelo motivo de que este produz um pico com boa resolugéo,
sem interferéncia em nenhum componente da amostra, sendo estavel, com alta
pureza, atendendo as necessidades para um padrao interno.

O intuito da utilizacdo desta substancia € como marcador interno, a fim de
compensar os efeitos de minimas variacdes nos parametros de separagdo, no
tamanho do pico, incluindo flutua¢cdes no tamanho da amostra. Foram construidas
curvas de calibracdo para se verificar a existéncia de correlacdo linear entre a
concentracdo e a altura do pico das aminas biogénicas.

Essas curvas foram construidas obtendo-se a razdo entre a altura do pico do
padrao interno no eixo das ordenadas e a concentracdo do neurotransmissor isolado

Nno eixo das abscissas.

3.11.5 Calculo das concentragdes dos neurotransmissores e seus metabdlitos

As concentragdes dos neurotransmissores e seus respectivos metabolitos
foram obtidas pela aplicacdo da férmula abaixo descrita, tendo sido expressas em

nanograma por miligrama de tecido:

CNT = hA amostra X hPl padrdao X CA padrao X FT

hP1 amostra X hA padréo X peso do tecido

A = amina; h = altura do pico; CNT = concentracdo do neurotransmissor e Pl =
padréo interno (DHBA).
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Para todas as dosagens foram estabelecidas curvas de calibracdo tendo sido
calculados os coeficientes de correlacdo linear sendo considerados adequados
valores superiores a 0,9.

Para o estabelecimento da precisdo intra-ensaio do método cromatogréfico,
foram calculados os coeficientes de variacdo das diferentes concentracdes dos
neurotransmissores analisados e foram considerados adequados valores inferiores a
15%.

A recuperacdo do método foi estudada acrescendo-se a triplicata de amostras
de concentracdes conhecidas dos diferentes padrbes mensurados, sendo que foram
aceitos como adequados valores superiores a 80%.
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3.12. ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica inicialmente verificou-se a normalidade dos dados
pelo teste de Kolmogorov e Smirnov. Os dados paramétricos foram analisados pelo
teste t de Student e os dados ndo parameétricos foram analisados pelo teste U de
Mann-Whitney.

Foram utilizados os softwares GraphPad Instat versdo 3.01° e SigmaStat
versdo 3.2° e o nivel de significancia de 5% (p < 0,05) foi considerado suficiente

para mostrar diferengas significativas em todos os dados analisados.
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4 RESULTADOS

4.1. COMPORTAMENTO MATERNAL DE RATAS LACTANTES ADMINISTRADAS
COM 100pg/Kg DE LPS NO DG 9,5.

A tabela 1 mostra e a figura 16 ilustra a laténcia para buscar os 8 filhotes
durante a avaliacdo do comportamento maternal das ratas lactantes tratadas pré-
natalmente com LPS ou salina. Os resultados mostram que as ratas tratadas com
LPS apresentaram menor laténcia na busca do primeiro filhote com relacdo as ratas
nao tratadas, ndo apresentando alteracdes na busca dos demais filhotes. A tabela 2
mostra e a figura 17 ilustra a laténcia para agrupamento dos filhotes, de
permanéncia da rata sobre a ninhada em posicdo adequada para amamentacao
(CROUCH) e do comportamento maternal total. A analise estatistica ndo mostrou
diferencas entre as ratas tratadas ou ndo com LPS.

Com relagdo ao comportamento maternal total a tabela 3 mostra que somente
1 animal em cada grupo néo apresentou este comportamento aos 45 e 60 minutos e
também a constru¢do do ninho na caixa moradia antes do experimento. Todas as

caixas apresentaram a formacéo de ninho pelas ratas.
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Figura 16- Efeitos da administracao pré-natal de LPS (100ug/kg) no DG 9,5

sobre o comportamento maternal de recolhimento dos filhotes
de ratas. (A) Recolhimento do 1° filhote; (B) Recolhimento do 2°
filhote; (C) Recolhimento do 3° filhote; (D) Recolhimento do 4°
filhote; (E) Recolhimento do 5° filhote; (F) Recolhimento do 6°
filhote; (G)Recolhmento do 7° filhote; (H) Recolhimento do 8°
filhote. * p<0,05, comparado com o grupo controle (Teste t de
Student). Os valores sédo representados pela média e erro
padrédo. n=8
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Tabela 1- Efeitos da administracdo pré-natal de LPS (100 pg/Kg) no DG
9,5 na laténcia (segundos) de recolhimento dos filhotes de
ratas Os valores séo representados pela média e erro padréo.

n=8.
Grupos
Parametros Controle LPS p
Recolhimento do filhote 1 30,88 + 6,60 12,75+ 4,34 * 0,0377
Recolhimento do filhote 2 51,38 + 51,38 76,75 £ 76,75 0,3355
Recolhimento do filhote 3 70,25 £ 6,55 89,63 + 24,55 0,4584

Recolhimento do filhote 4 112,38 + 13,68 121,25 + 30,23 0,7930
Recolhimento do filhote 5 202,50 + 40,88 155,00 + 27,28 0,3502
Recolhimento do filhote 6 350,63 + 63,47 216,00 + 49,36 0,1162
Recolhimento do filhote 7 424,13 £ 64,07 274,75 £ 51,80 0,0913
Recolhimento do filhote 8 536,88 + 82,80 478,25 £ 133,0 0,7139

* p<0,05 comparado com o grupo controle (Teste t de Student)

Tabela 2- Efeitos da administracdo pré-natal de LPS (100 pg/Kg) no DG
9,5 na laténcia em segundos de agrupamento dos filhotes,
permanéncia da rata sobre a ninhada em posi¢cdo adequada
para amamentacdo e do comportamento maternal total de
ratas. Teste t de Student. Os valores sdo representados pela
média e erro padrdo. n=8.

Grupos
Parametros
Controle LPS p
Agrupamento 544,38 + 90,98 509,75+ 51,11 0,7450
Posicdo para amamentacao 936,50 + 53,95 809,38 + 76,13 0,1946

Comportamento maternal total 1346,88 + 48,88 1320,13 + 125,00 10,8449
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Tabela 3- Avaliagdo do comportamento maternal total das ratas observado
aos 45 e 60 minutos e a presenca de ninho na caixa moradia
antes da separacao. n=8.

Grupos
Parametros
Controle LPS
Presenca de ninho 8/8 7/8
45 minutos 7/8 7/8

60 minutos 7/8 7/8
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4.2 PREFERENCIA OLFATORIA DA PROLE MASCULINA DE RATOS NO DPN 7
CUJAS MAES RECEBERAM NO GD 9,5, 100ug/Kg DE LPS

A tabela 4 mostra e a figura 18 ilustra a avaliacdo da preferéncia olfatoria da
prole masculina de ratas expostas ou ndo ao LPS no DG 9,5. Os animais tratados
permaneceram menos tempo no lado da maravalha do ninho em relacéo aqueles do
grupo controle.

Como visto na tabela 4 e na figura 18, os animais tratados pré-natalmente
com LPS, permaneceram menos tempo no lado da maravalha do ninho com relacao
ao grupo controle apenas nas tentativas 3 (p= 0,0319) e 4 (p= 0,004), nas tentativas
1(p= 0,0915), 2 (p=0,5937) e 5 (p= 0,1691), o tempo dos animais tratados se

mostrou inalterado em relag&o ao grupo controle.
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Figura 18- Efeitos da exposicao pré-natal de LPS (100 pg/Kg no DG 9,5)
no tempo total de permanéncia e o tempo de permanéncia nas
5 tentativas no lado da maravalha do ninho da prole masculina
de ratas observadas no DPN 7.(A) Tempo total na maravalha
do ninho; (B) 12 tentativa;(C) 22 tentativa; (D) 32. tentativa; (E)
42 tentativa; (F) 52 tentativa. *p<0,05 e ** p<0,01, comparado
com o grupo controle (Teste t de Student). Os valores séo
representados como média e erro padrao. n=8
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Tabela 4- Efeitos da exposicao pré-natal de LPS (100 pg/Kg no DG 9,5)
na preferéncia olfatéria na prole masculina de ratas observadas
no DPN 7. *p<0,05 e ** p<0,01, comparado com 0O grupo
controle (Teste t de Student). Os valores séo representados
como média e erro padrdo. n=8

Parametros com

relacdo a permanéncia Grupos
no lado da maravalha P
do ninho Controle LPS

Tempo total 170,69 + 16,74 111,74 + 7,45** 0,0062
12, tentativa 37,28 + 3,37 25,25 £ 5,72 0,0915
22, tentativa 26,51+4)9 22,62 +5,18 0,5937
32. tentativa 36,58 + 6,35 16,60 £ 5,47* 0,0319
43, tentativa 44,44 + 1,34 29,18 + 4,3** 0,0044
52, tentativa 25,87 + 4,58 18,08 + 2,81 0,1691

* p<0,05 comparado com o grupo controle (Teste t de Student)
** p<0,01 comparado com o grupo controle (Teste t de Student)
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4.3.ATIVIDADE GERAL EM CAMPO ABERTO DA PROLE MASCULINA DE RATOS
CUJAS MAES RECEBERAM NO DG 9,5, 100ug/Kg DE LPS

A tabela 5 mostra e a figura 19 ilustra os resultados da atividade geral
observada em campo aberto no DPN 60 da prole masculina de ratas que receberam
no DG 9,5 100ug/Kg de LPS.

Em relacdo ao grupo controle, os animais tratados pré-natalmente com LPS
ndo apresentaram alteracbes nos tempos das zonas periférica (p= 0,2603),
intermediaria (p= 0,2445) e central (p= 0,6391), nem mesmo no numero de entradas
nas zonas periférica (p= 0,9999), intermediéaria (p= 0,8570) e central (p= 0,8808). No
entanto, esses animais apresentaram maior frequéncia de imobilidade na arena com
relacdo aos animais nao tratados (p= 0,0326).

A distancia percorrida, a velocidade média, frequéncia e tempo de auto-
limpeza, frequéncia e tempo de levantar e o tempo de imobilidade ndo foram
alteradas comparando-se os animais tratados pré-natalmente ou ndo com LPS. Os

valores estatisticos de p para cada um destes parametros encontram-se na tabela 5.
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Tabela 5- Efeitos da exposicao pré-natal ao LPS (100 pg/kg no DG 9,5) na
atividade geral observada em campo aberto da prole masculina
de ratas observadas no DPN 60. Os valores séo representados
pela média e erro padréo. * p<0,05 comparado com 0 grupo
controle (Teste t de Student) n=9 animais do grupo controle e

n=10 animais do grupo experimental.

Parametros Zona Grupos p
Controle LPS
Tempo na zona (S) Central 3,69+1,04 443 +£1,15 0,6391
Tempo na zona (S) Intermediaria 14,22 + 3,94 21,98 + 4,97 0,2445
Tempo na zona (S) Periférica 282,1+4,43 273,58 + 5,66 0,2603
Numero de entradas Central 1,89 +0,42 2,00 £ 0,58 0,8808
Numero de entradas Intermediaria 12,33+ 2,51 13,00 + 2,61 0,8570
NuUmero de entradas Periférica 11,11 + 2,07 11,60 + 2,06 0,9999
Distancia percorrida (cm) Arena 2974 £119,1 3100 +196,5 0,6126
Velocidade média (cm/seq) Arena 9,94 +£ 0,40 10,35 £ 0,66 0,6073
Frequéncia de auto-limpeza Arena 2,89+0,68 3,20 £ 0,89 0,7881
Tempo de auto-limpeza (s) Arena 3,93+2,63 5,80 £ 2,59 0,6191
Frequéncia de levantar Arena 6,11 +1,34 7,50+2,12 0,5991
Tempo de levantar (Ss) Arena 6,67 £ 2,63 6,50+ 2,11 0,9610
Frequéncia de imobilidade Arena 0,89 + 0,39 3,60 + 1,05* 0,0326
Tempo de imobilidade (s) Arena 1,35+0,71 537 +1,77 0,0595

* p<0,05 comparado com o grupo controle (Teste t de Student)
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4.4 MEMORIA DE RECONHECIMENTO DE OBJETOS DA PROLE MASCULINA DE
RATOS CUJAS MAES RECEBERAM NO DG 9,5, 100ug/Kg DE LPS

A tabela 6 mostra e a figura 20 ilustra os parametros analisados com relacao
a memoria de reconhecimento de objetos no DPN 70 da prole masculina de ratas
gue receberam no DG 9,5 100ug/Kg de LPS.

A andlise estatistica ndo mostrou diferencas entre o grupo de animais controle

com relacdo ao grupo de animais experimentais.
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Figura 20- Efeitos da administracdo pré-natal de LPS (100 ug/kg) no DG
9,5 na memoéria de reconhecimento de objetos da prole
masculina de ratas. Os valores séo representados pela média e
erro padrédo.(A) Tempo de exploracdo dos objetos; (B) Tempo
total de explorac&o dos objetos; (C) indice de discriminacéo;(D)
Bolos fecais. (Teste t de Student). n=9



Resultados 71

Tabela 6- Efeitos da administracéo pré-natal de LPS (100 pg/kg) no DG 9,5
na memoria de reconhecimento de objetos da prole masculina
de ratas no DPN 70. Os valores séo representados pela média
e erro padrdo. n=9

Parametros Grupos p
Controle LPS
Tempo Al 54,50 + 2,88 48,70 + 3,12  0,1907
Tempo A2 55,58 + 2,64 50,98 +2,53 0,2260
Tempo total da habituacéo 110,08 £4,61 99,68 £4,37 0,1212
Tempo A3 42,92 + 2,13 38,03+1,84 0,1010
Tempo B 62,39 £ 2,03 60,70 £ 2,42  0,5992
Tempo total da avaliacao 105,31 £ 2,89 98,72+ 3,05 0, 1660
indice de discriminacéo 24,78 + 4,06 37,06 +4,61 0,0971
Bolos fecais habituacao 5,44 +1,22 5,56 £1,29 0,9508
Bolos fecais avaliacéo 1,67+£0,6 2,00£0,73 0,7283
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4.5 .APRENDIZADO POR CONDICIONAMENTO DA PROLE MASCULINA DE
RATOS CUJAS MAES RECEBERAM NO DG 9,5, 100ug/Kg DE LPS

A tabela 7 mostra e a figura 21 a ilustra os parametros analisados com
relacdo a aquisicdo da tarefa de pressionar a barra na presenca de luz para
obtencéo da resposta de agua no bebedouro.

Os animais tratados com LPS no periodo gestacional ndo apresentaram
alteragcbes com relagdo ao grupo néo tratado na quantidade de sessdes de
modelagem e discriminagdo. No entanto, quando avaliada a reversdao do
aprendizado adquirido, os animais do grupo tratado realizaram a tarefa de modo
mais rapido com relacéo ao grupo controle (p= 0,0325).

Na etapa de reforco continuo da resposta de pressdo na barra, os animais
expostos ao LPS ndo mostraram alteracbes com relacdo ao grupo controle na
guantidade de pressdes na barra nesta etapa (p= 0,1811).

A figura 22 ilustra as sessdes de aprendizado (discriminacao e reversao) de
cada um dos animais de acordo com as pressdes na barra no periodo de luz e a

curva com a média de pressfes nos dois grupos analisados.
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Figura 21- Efeitos administragdo pré-natal de LPS (100 ug/kg no DG 9,5)
na aprendizagem por condicionamento de pressdo na barra da
prole masculina de ratas no DPN 90, nos parametros de
modelagem, discriminacdo e reversdo (A), € numero de
pressdes na barra no periodo de luz (B). * p<0,05 comparado
com o grupo controle (Teste t de Student) com relacdo com
grupo controle. Os valores séo representados como média +
desvio padrdo. n=9 para animais do grupo controle e n=10 para
animais do grupo experimental.
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Tabela 7- Efeitos da administragéo pré-natal de LPS (100 pg/kg) no DG 9,5
na aprendizagem por condicionamento de presséo na barra da
prole masculina de ratas no DPN 90. * p<0,05 comparado com
0 grupo controle (Teste t de Student). Os valores séo
representados pela média e erro padrdo. n=8

A Grupos
Parametros Controle LPS P
Sessdes de Modelagem 4,80+ 0,73 3,80+ 0,37 0,2598
Sessdes de Discriminacao 6,00 £ 0,32 6,00 £ 0,77 0,9999
Sessbes de Reversao 8,00+0,71 6,00 £ 0,32* 0,0325
Pressdes no CRF 175,60+11,81 225,00 £ 31,59 0,1811

* p<0,05 comparado com o grupo controle (Teste t de Student)
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4.6 PREFERENCIA OLFATORIA DA PROLE MASCULINA DE RATOS NO DPN 70
CUJAS MAES RECEBERAM NO DG 9,5, 100ug/Kg DE LPS

A tabela 8 mostra e a figura 23 ilustra os parametros analisados da
preferéncia olfatoria na idade adulta de ratos. A andlise estatistica ndo indicou
diferencas entre todos os parametros analisados dos animais do grupo experimental
em relacéo aos do grupo controle.

A tabela 8 mostra e a figura 23 ilustra o tempo total de permanéncia na
maravalha com sangue, o tempo na maravalha limpa, assim como o tempo no
corredor da maravalha com sangue, o tempo no corredor da maravalha limpa, e a

guantidade de bolos fecais.



Resultados 77

Tempo (s)

Tempo (s)

1001

80+

60+

40-

204

[00)
o
]

D
o
1

|
Tempo (s)
5

1001

Con;role LPS

\

Con;role LPS

Ndmero
»

—_
7

Conltrole LPS Conltrole LI5$

Figura 23- Efeitos da exposi¢ao pré-natal ao LPS (100 ug/kg no DG 9,5) na
preferéncia olfatéria da prole masculina de ratas no DPN 70
(Teste t de Student). (A) Tempo total no lado da maravalha
com sangue; (B) Tempo sobre a maravalha com sangue; (C)
Tempo sobre a maravalha limpa; (D) Bolos fecais. Os valores
sao representados como média e erro padrdo. n=8
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Tabela 8- Efeitos da exposi¢éo pré-natal ao LPS (100 pg/kg no DG 9,5) na
preferéncia olfatéria da prole masculina de ratas no DPN 70.
(Teste t de Student). Os valores sdo representados como
média e erro padréo. n=8

Grupos
Parametros P
Controle LPS
Tempos total no lado da
maravalha com sangue 75,63+17,74 3526+1565  0,1100
Tempos sobre maravalha com
sangue 60,62 +15,35 29,89 +13/42 0,1539

Tempo sobre maravalha limpa 3235+1491 66,94 + 12,99 01021

Bolos fecais 2,1+£0,46 1,38 + 0,89 0,4686
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4.7. COMPORTAMENTO DA PROLE MASCULINA DE RATOS CUJAS MAES
RECEBERAM NO DG 9,5, 100pg/Kg DE LPS NO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

A tabela 9 mostra e a figura 24 ilustra os efeitos da administracdo de LPS
(100pg/Kg) no DG 9,5 no comportamento dos animais no labirinto em cruz elevado.
A analise estatistica ndo mostrou nenhuma diferenca nos comportamentos
analisados dos animais do grupo controle com relagdo aos animais do grupo

experimental.
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Figura 24 - Efeitos da administracdo pré-natal de LPS (100 pg/kg no DG
9,5) no labirinto em cruz elevado da prole masculina de ratas
no DPN 90. (A) Tempo nos bracos; (B) Frequéncia de entrada
nos bracos; (C) Frequéncia de comportamentos; (D) Tempo de
comportamentos; (E) Velocidade média. (Teste t de Student)
Os valores sao representados pela média e erro padrdo. n=8
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Tabela 9 - Efeitos da administracdo pré-natal de LPS (100 pg/kg no DG
9,5) no comportamento no labirinto em cruz elevado da prole
masculina de ratas no DPN 90. (Teste t de Student) Os valores
sdo representados pela média e erro padrao. n=8

Parametros Grupos P
Controle LPS
Tempo nos bracos abertos 88,60 + 33,77 27,50+10,10 0,1050
Tempo nos bracos fechados 174,17 £38,90 229,34 £34,20 0,3052
Entradas nos bracos abertos 16,50 £ 4,13 11,38 £4,11 0,3943
Entradas nos bracos fechados 41,50 + 8,15 38,75+9,12 0,8254
Velocidade média (cm/seq) 4,41 +0,51 4,23+0,4 0,7817
Frequéncia de imobilidade 1,75+£0,82 1,63 £ 0,63 0,9051
Tempo de imobilidade (s) 11,20 £ 7,06 4,27+2,0 0,3933
Frequéncia de auto-limpeza 2,13+0,58 2,75+ 0,77 0,4622
Tempo de auto-limpeza (s) 14,15+4,9 19,27 £ 4,68 0,5286
Frequéncia de levantar 10,38 £ 1,73 12,63 £ 1,82 0,3858

Tempo de levantar (s) 23,50 £ 4,07 24,7725 0,7945
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4.8 NIVEIS DE NEUROTRANSMISSORES E METABOLITOS DA PROLE
MASCULINA DE RATAS EXPOSTA OU NAO PRE-NATALMENTE AO LPS NO
BULBO OLFATORIO E NO HIPOCAMPO

A tabela 10 mostra e a figura 25 ilustra 0os niveis de neurotransmissores e
respectivos metabdlitos de dopamina, serotonina e noradrenalina no bulbo olfatério
de ratos expostos ou ndo pré-natalmente ao LPS. Os resultados mostram reducao
nos niveis de dopamina nesta estrutura (p< 0,0068).

Os niveis dos neurotransmissores e seus metabolitos no hipocampo dos
animais sdo mostrados na tabela 11 e ilustrados na figura 26. A andlise estatistica
ndo mostrou diferencas entre 0s grupos nos niveis de dopamina, serotonina,

noradrenalina e seus respectivos metabdlitos.
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Figura 25- Efeitos da administracdo pré-natal de LPS (100 pg/kg no DG
9,5) nos niveis de neurotransmissores e seus metabdlitos no
bulbo olfatério da prole masculina de ratas. ** p<0,01
comparado com o grupo controle (Teste t de Student) com
relacdo com grupo controle Os valores sdo representados pela
média e erro padréo.
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Figura 26- Efeitos da administracdo pré-natal de LPS (100 pyg/kg no DG

9,5) nos niveis de neurotransmissores e seus metabdlitos no
hipocampo da prole masculina de ratas. (Teste t de Student).
Os valores sao representados pela média e erro padrdo.n=9
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Tabela 10- Efeitos da administracdo pré-natal de LPS (100 pg/kg no DG

9,5) nos niveis de neurotransmissores e seus metabdlitos no
bulbo olfatério da prole masculina de ratas. Os valores sao
representados pela média e erro padrdo. n=8 animais do grupo
controle e n=9 animais do grupo experimental

Parametros Grupos
Controle LPS P
DA 157,2 + 48,0 88,2 + 42,9** 0,0068
DOPAC 21,2+8,1 15,3+ 10,2 0,2063
HVA 12,3+4,1 8,6 +5,7 0,1551
DOPAC / DA 0,14+0,5 0,17+0,8 0,3323
HVA / DA 0,08 £ 0,03 0,10 £ 0,05 0,3450
5HT 128,6 + 14,4 106,0 + 36,4 0,1227
5HIAA 137,7 £ 16,3 114,4 + 40,2 0,1480
5HIAA / 5HT 1,08 +£0,16 1,09 £ 0,20 0,9320
NOR 129+4,3 12,1+49 0,7225

** n<0,01 comparado com o grupo controle (Teste t de Student)

Tabela 11- Efeitos da administracdo pré-natal de LPS (100 ug/kg no DG

9,5) nos niveis de neurotransmissores e seus metabdlitos no
hipocampo da prole masculina de ratas. Os valores sao
representados pela média e erro padrédo. n=9

Parametros Grupos
Controle LPS P
DA 9,10 £ 8,35 9,85 + 9,05 0,8575
DOPAC 1,58 + 0,97 2,17+1,13 0,2468
HVA 1,31 +0,60 1,86 £ 1,05 0,1815
DOPAC / DA 0,22 +£0,10 0,30+0,18 0,2804
HVA / DA 0,22+0,14 0,28 £ 0,25 0,5020
5HT 88,36 + 30,57 99,23 + 30,32 0,4602
5HIAA 141,01 + 36,38 160,12 + 50,94 0,3734
5HIAA / 5HT 1,69+0,42 1,68 £ 0,47 0,9623
NOR 14,44 + 3,17 16,31 = 3,53 0,2542
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5. DISCUSSAO

Kirsten (2008), analisando as alteragcbes comportamentais e neuroquimicas
na prole masculina de ratos expostas pré-natalmente ao LPS (100 pg/Kg) no DG 9,5,
mostrou que animais expostos ao LPS apresentam comportamento doentio apos a
administracdo com diminuicdo da atividade geral no campo aberto nos parametros
relacionados a locomoc¢édo, movimentos de levantar e auto-limpeza, diminuicdo na
ingestao de alimentos nos trés dias seguintes e aumento da temperatura corporal
somente apos 48 horas da administracdo. Esses animais apresentam prejuizos nos
parametros reprodutivos, ganhando menos peso durante a gestacdo e dando a luz a
um namero menor de filhotes, sem apresentar interferéncias na duracdo da
gestacdo e no peso total desta prole. Na prole masculina, as alteragbes mais
relevantes foram a reducdo no comportamento de brincar na infancia e na interacao
social na idade adulta em animais isolados, e nos niveis de dopamina e metabdlitos
estriatais. A atividade geral no DPN 21, exceto com relacdo a auto-limpeza, a
catatonia e a estereotipia, ndo foram modificadas sendo que os mesmos resultados
foram obtidos da andlise dos demais neurotransmissores e metabolitos no estriado,
hipotalamo e cortex frontal e na morfologia cerebral.

A luz do trabalho de Kirsten (2008), outros aspectos deste tratamento e desta
administracdo foram avaliados neste trabalho com o objetivo de dar continuidade a
esta investigacao inicial. Como descrito nos resultados do presente trabalho, a dose
de 100 pg/Kg de LPS administrada no DG 9,5 de ratas, provocou diversas
alteracdes nestes animais e nos seus filhotes. Em relacdo ao grupo controle houve
uma diminuicdo no tempo de recolhimento do primeiro filhote da ninhada durante a
avaliacdo do comportamento maternal das ratas. Na prole masculina de ratos,
verificou-se alteracbes na analise da preferéncia olfatéria no DPN 7, apresentando
uma diminuicdo no tempo total na maravalha do ninho materno, e redu¢dao no tempo
na maravalha do ninho materno nas terceira e na quarta tentativas. Nao foram
notadas alteracdes na atividade geral desses filhotes analisadas no campo aberto e
labirinto em cruz elevado, assim como altera¢cdes na memoria de reconhecimento de
objetos e na andlise da preferéncia olfatéria no DPN 90 desses animais. Com
relagcdo ao condicionamento operante dos animais analisado na caixa de Skinner,

foram notadas alteracbes com relacdo ao grupo controle. Os animais do grupo
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experimental reverteram a aprendizagem em menor tempo com relacdo aqueles do
grupo controle. Na analise neuroquimica verificou-se reducdo nos niveis de
dopamina no bulbo olfatério dos animais do grupo tratado, sendo que os demais
neurotransmissores e seus metabolitos ndo apresentaram alteracoes.

Neste trabalho investigaram-se 0s aspectos sociais e de plasticidade
envolvidos no desenvolvimento e na idade adulta na prole masculina de ratas
expostas ao LPS pré-natalmente. Os aspectos investigados buscam compreender
as possiveis causas das alteracdes apresentadas por estes animais analisando
desde comportamentos maternos até niveis de neurotransmissores centrais na
idade adulta.

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

O comportamento maternal € um comportamento complexo e instintivo com
caracteristicas especificas para cada espécie e que consiste em uma série de
cuidados que as fémeas maduras realizam em torno dos individuos imaturos para
auxiliar na propagacdo de sua espécie sendo determinante no desenvolvimento
neurolégico (NUMAN, 1994; HABR, 2008).

Os cuidados maternais se expressam desde a preparacdo da mée para o
nascimento da prole e se mantém por todo o periodo de lactacédo dos filhotes. Esse
comportamento vai se modificando de acordo com o tempo e crescimento dos
filhotes. Durante este periodo o principal objetivo da fémea é garantir a
sobrevivéncia dela e dos seus filhotes (NUMAN, 1994; TEODOROV, 2008).

Os dados referentes a avaliacdo dos parametros do comportamento maternal
mostraram que o tratamento pré-natal com LPS (100 pg/Kg) reduziu a laténcia de
recolhimento do primeiro filhote com relacdo ao grupo controle. Para Champagne et
al. (2007) essa diminui¢do na laténcia de recolhimento dos filhotes reflete a resposta
as novas situacbes e a reatividade ao estresse. Essa habilidade das fémeas é
extremamente importante para que mesmo em situagbes de estresse consigam

proteger seus filhotes.
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Os resultados apresentados sugerem que a administragdo de LPS nao
interfere de modo importante no comportamento maternal das ratas, permitindo que
as mesmas oferecam aos seus filhotes os cuidados necessarios para seu
desenvolvimento, estando responsivas as alteragcbes provocadas no ambiente.
Proporcionam cuidado e protecao aos seus filhotes além de uma relacdo mée-filhote
adequada. Essa relacdo estavel é critica para o0 crescimento normal e
desenvolvimento comportamental dos roedores (RAINEKI, et al., 2009).

A identificacdo da mae € fundamental para a sobrevivéncia e
desenvolvimento dos mamiferos. Os filhotes rapidamente aprendem a identificar,
orientar e preferir o odor materno naturalmente, e em ratos as bases moleculares da
aprendizagem olfatoria na infancia envolvem a ativacdo de neurdnios do bulbo
olfatério do filhote (RAINEKI, et al., 2009; ROTH e SULIVAN, 2005). Os resultados
da preferéncia e reconhecimento do odor materno na infancia mostraram que a prole
masculina tratada pré-natalmente com o LPS apresentou prejuizo no
comportamento. De fato, os animais tiveram reducédo no tempo total de permanéncia
no lado da maravalha do ninho materno, fato que evidenciou esse prejuizo na
identificacdo do odor materno. Ocorreu diminuicdo significantemente diferente em
relacdo ao grupo controle na terceira e na quarta tentativa que, de acordo com o0s
autores Raineki et al., pode ocorrer devido a manipulacdo do experimentador e a
exposicao repetida a diferentes odores durante a realizacdo do experimento.

O sistema olfatorio dos mamiferos detecta e discrimina diferentes moléculas
no ambiente e para muitos animais, como é o caso dos roedores, essa habilidade é
crucial para sua sobrevivéncia (GUTHRIE; GALL, 2003). Para investigar se as
alteracdes permaneceram na idade adulta foi realizado o teste de preferéncia
olfatéria. no DPN 90. Nota-se entdo que nos parametros comportamentais nao
houveram diferencas com relagdo ao grupo controle. Esse resultado mostra que as
alteracbes comportamentais no reconhecimento do odor materno, ndo permanecem
na idade adulta dos animais quando testados com odor de sangue da mesma
espécie. Para os roedores, o odor de sangue fresco da mesma espécie € um
estimulo biologicamente relevante e aversivo (ZANGROSSI JUNIOR; FILE, 1992).

A investigagdo dos niveis de neurotransmissores no bulbo olfatorio foi
realizada com a intencdo de investigar possiveis alteracdes centrais ao nivel
neuroquimico deste reconhecimento pois, existe uma representacdo dos odores

reconhecidos no sistema nervoso central, especificamente no bulbo olfatério
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(BENNETT e REED, 2004). Todos os estimulos olfatérios enviados ao sistema
nervoso central estabelecem conexdes no bulbo olfatério formando desta forma o
mapa olfatorio. Esse mapa, portanto, € formado de acordo com a quantidade de
estimulos recebidos e processados por este sistema. De acordo com os resultados
obtidos neste trabalho notou-se um atraso na formagdo deste mapa olfatorio
dificultando desta forma o reconhecimento do odor materno que, apesar deste
atraso, foi estabelecido durante seu desenvolvimento. De fato, ndo houveram
alteracdes comportamentais no teste de preferéncia olfatoria na idade adulta desses
mesmos animais.

Apesar da auséncia de alteracbes olfatérias na idade adulta, quando se
analisaram os niveis de neurotransmissores nesta idade, notou-se reducdo nos
niveis de dopamina no bulbo olfatério. O sistema dopaminérgico apresenta relacao
direta com a modulagdo da transmissdo olfatéria e € um dos mais abundantes
neurotransmissores do bulbo olfatério (GOMEZ, et al., 2007). Durante o
desenvolvimento sdo necessarios como ja foi dito, estimulos olfatérios que irdo
formar o mapa olfatério e a rede neural dopaminérgica desta regido anatdmica. As
privagcdes ocorridas na infancia podem resultar em diminuicdo das formacoes
neurais e baixos niveis de dopamina neste sistema diminuindo sua funcéo,
interferindo no reconhecimento e discriminacédo olfatéria (GOMEZ, et al., 2006).
Desta forma, parece que durante o desenvolvimento do animal houve compensacéo
do déficit olfatorio, porém as alteracdes no ambito olfatério foram permanentes.
Assim, é fato conhecido que filhotes de ratas gestantes tratadas com LPS no DG
10,5 apresentam uma permanente e significante perda de neurénios dopaminérgicos
(LING, et al., 2002), e que a dopamina é um neurotransmissor relacionado também
com as funcbes cognitivas (DAW, KAKADE; DAYAN, 2002; IKEMOTO, 2007). Com
isso pode-se concluir que o sistema nervoso central de roedores ao nascimento €
marcado pelo ndo desenvolvimento do sistema sensorial e comportamental, porém
por se tratar de um sistema extremamente plastico, desenvolve-se rapidamente
atingindo a maturagdo semelhante ao adulto em poucas semanas (RUDY;
CHEATLE, 1977). Conclui-se também que as infec¢des durante a gestacdo podem
provocar alteracdes olfatorias permanentes no sistema nervoso central desses
animais e que durante seu desenvolvimento podem utilizar outras estratégias para

preservar as fungbes com alteracdes neurofisiologicas.
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A atividade geral analisada no campo aberto da prole masculina de ratas
tratadas pré-natalmente com LPS ndo se mostrou significativamente diferente
daquela dos animais do grupo controle, incluindo aqui paramentros exploratérios
como distancia percorrida e frequéncia de levantar. A avaliacdo destes dados em
conjunto com aqueles obtidos nos experimentos desenvolvidos com a utilizacao do
labirinto em cruz elevado, que também ndo se mostraram alterados, sugere que este
tratamento ndo interfere na atividade locomotora desses animais. Esses resultados
estdo de acordo com Meyer et al. (2005) que da mesma forma ativaram o sistema
imune de camundongos no DG 9 utilizando Polyl:C. Os autores mostraram que nao
houveram alteragcbes nos padrbes referentes a locomocdo, assim como neste
trabalho. Os autores afirmam que as pequenas alteracbes que podem estar
presentes e ndo significativamente diferentes do grupo controle, podem estar
relacionadas a alteracdes emocionais, mais especificamente a aspectos sociais
(neofobia) (MEYER; FELDON; FATEMI, 2009) e ndo a aspectos motores.

Desta forma, a auséncia de alteracdes na atividade geral em campo aberto e
no labirinto em cruz elevado, bem como os resultados apresentados por Kirsten
(2008) descartam a hipotese de que a administracdo pré-natal de LPS tenha
modificado a atividade motora da prole masculina de ratos.

Com relagdo aos resultados relacionados aos aspectos cognitivos da prole
masculina tratada com LPS, verificou-se que na memdria de reconhecimento de
objetos ndo houve alteracbes com relacdo ao grupo controle. Sabe-se que a
aprendizagem e a memoria espacial sdo processos imprescindiveis para a
sobrevivéncia do organismo em diversas situagdes ambientais (VALADARES, 2006).
A memdéria de reconhecimento de objetos é um teste comumente utilizado para
analise da memoria declarativa que pode ser adquirida com poucas exposicoes ao
material a ser aprendido (WINTERS; SAKSIDA; BUSSEY, 2008). Para este
comportamento é necessaria a integridade do hipocampo, pois este é fundamental
para o reconhecimento de novos objetos (WINTERS; SAKSIDA; BUSSEY, 2008) e
também direcionamento espacial (KLEMENT; BLAHNA; NEKOVAROVA, 2008).

Os dados referentes a auséncia de alteragcdes na memoria de reconhecimento
de objeto e nos niveis de neurotransmissores e seus metabolitos no hipocampo
corroboram entre si. A formacdo hipocampal é uma estrutura que desempenha um
importante papel na aprendizagem e na memoaria dos animais (VALADARES, 2006).

De acordo com Winters, Saksida e Bussey (2008), o hipocampo é fundamental para
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a associacdo entre uma informacéo espacial com um objeto especifico. InUmeras
evidéncias experimentais sugerem que alteracbes nos sistemas neurotransmissores
estejam envolvidas com déficits de memoria e dentre eles estdo as catecolaminas, a
serotonina e a acetilcolina (SILVA, 1997).

Estudos mostram que prejuizos na memoria espacial foram correlacionados
com as alteragbes fisiologicas e neuroanatdbmicas da formagdo hipocampal.
Resultados encontrados neste trabalho referentes & memoria de reconhecimento de
objetos e aos niveis de neurotransmissores no hipocampo, estdo de acordo com
esta correlacdo j4 que ambos ndo apresentaram alteracdes (VALADARES, 2006).

Valadares (2006) relata em seu trabalho que o hipocampo atua na
aprendizagem e armazenamento da representacdo do ambiente espacial
codificando-o em mapas cognitivos. Esse conceito refere-se ao estabelecimento de
representacbes de pistas associadas a um determinado local e das posi¢coes
relativas a este local, capacitando o organismo a utilizar esta informacéo. Esta teoria
proposta por O"Keefe e Nadel em 1978, sustenta que os animais podem estabelecer
relacfes espaciais entre 0s objetos no ambiente e relacionar esses eventos com o
contexto espacial em que ocorrem.

Finalmente, quanto ao comportamento de aprendizagem na caixa de
condicionamento operante, vale ressaltar que todos os animais, controles e tratados,
aprenderam a pressionar a barra de respostas. A analise dos resultados demonstra
gue embora ambos os grupos tenham adquirido o aprendizado inicial no mesmo
tempo, os animais do grupo experimental apresentaram desempenho superior ao
grupo controle quando foi exigida a capacidade de reverter o aprendizado. Esse
resultado ndo era esperado ja que se sabe que a administracdo pré-natal de LPS é
um dos modelos de estudo de doencas como a esquizofrenia e autismo as quais
comprometem o aprendizado (ASDOWN et al.,, 2006; FORTIER et al. 2004;
KIRSTEN, et al., 2010; MEYER; FELDON; FATEMI, 2009,).

Alguns estudos relatam que a capacidade de reversdo do aprendizado
adquirido esta associada a areas da cortex pré-frontal relacionadas com funcgdes
executivas e também a alteragbes no processo de discriminacdo (WINTER,;
DIECKMANN; SCHWABE, 2009) e estd normalmente associada a disturbios
psiquiatricos (CHEN et al., 2009). As alteragcbes segundo os autores, estdo
relacionadas principalmente as alteracdes dopaminérgicas da cortex pré frontal, o

que de acordo com resultados obtidos por Kirsten (2008) ndo se aplica ao modelo
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animal utilizado neste trabalho, considerando-se que o autor analisou aspectos
morfolégicos e niveis de neurotransmissores e seus metabdlitos (dentre eles a
dopamina) e ndo foram detectadas alteracbes. Com relacdo a hipotese de
interferéncia no processo de discriminacgéo citado pelos autores e, especificamente
relacionada ao hipocampo como j4 citado nesta discussédo, também néo se aplica,
pois ndo foram encontradas alteracdes na estrutura em questdo bem como nos
aspectos comportamentais relacionados a esta capacidade (memoria de
reconhecimento de objetos e etapa da discriminacdo no experimento de
condicionamento operante na caixa de condicionamento) em que também n&o foram
encontradas alteragcdes com relagao ao grupo controle.

A acdo da dopamina esta diretamente relacionada com as funcdes executivas
do comportamento e sua alteracdo afeta fungdes como o planejamento da resposta,
diminuicdo da capacidade de iniciar uma atividade, diminuigdo ou auséncia de
motivacdo, alteracdo no planejamento e na realizacdo da sequéncia de atividades
(PAPAZIAN et al., 2006, VERTE, et al., 2005), caracteristicas essas que nao foram
notadas neste trabalho corroborando com o observado por Kirsten (2008). Como ja
citado, existem outros neurotransmissores e outras vias relacionadas as funcdes
cognitivas. Dentre elas pode-se citar a acetilcolina que poderia justificar as
alteracdes e respostas relacionadas a reversdao do aprendizado. Neste sentido,
Chen et al.(2009) apoés utilizar um inibidor de acetilcolinesterase aumentou o
potencial de reversdo de aprendizado em ratos sugerindo que a inibicdo de
acetilcolinesterase central € um caminho terapéutico potencial para o tratamento de
inflexibilidades comportamentais presentes em distlrbios psiquiatricos. Esta
hipétese devera, no futuro, ser melhor investigada.

Tomados em conjunto, a hipotese para explicar os resultados deste trabalho
envolve reducdo clara na capacidade de discriminacao olfatoria da prole, expressa
pela diminuicdo do comportamento de reconhecimento do odor materno na infancia
e pela reducéo dos niveis de dopamina no bulbo olfatério dos animais tratados e um
aumento da capacidade de reversdao de aprendizado mantendo as funcdes
relacionadas a memaoria sem alteragdes.

Desde que as alteracbes de aprendizagem e memoria sao utilizadas em
estudos de comprometimento provocados por infeccbes durante a gestagao

relacionadas ao autismo, e partindo dos resultados encontrados por Kirsten (2008),
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pode-se especular que a exposicao de ratas gestantes ao LPS no DG 9,5, poderia
representar um modelo experimental para esta doenca.

No autismo ocorre dificuldade de interacdo social, de compartilhar emocdes e
de demonstrar reciprocidade social ou emocional como foi demonstrado por Kirtsten.

O autismo é um transtorno com um modelo complexo pois para compreende-
lo é necessaria uma analise em muitos niveis diferentes como do comportamento a
cognicao, da neurobiologia a genética (KLIN; MERCADANTE, 2006) e para que seu
diagnoéstico seja realizado sdo necessarios seis critérios comportamentais um de
cada um dos trés agrupamentos de distarbios na interacdo social , comunicacao e
padrdes restritos do comportamento e interesses (KLIN, 2006). Desta forma muitos
aspectos devem ser analisados de forma critica principalmente os relacionados aos
aspectos genéticos, pois sabe-se que esse € um dos fatores predominantes para
esta doenca (KLIN; MERCADANTE, 2006).

Dentre as caracteristicas comportamentais mais marcantes encontra-se além
dos aspectos sociais ja citados e demonstrados por Kirsten, a observacdo de
padrées repetitivos de comportamentos e dificuldades em flexibilizar
comportamentos dificultando desta forma o processo de aprendizagem.

Portanto, os presentes resultados mostram que uma Unica dose de LPS no
DG 9,5 de ratas, prejudica a discriminagdo olfatéria na infancia com alteragbes a
longo prazo nos niveis de dopamina no bulbo olfatério e diminuicdo no tempo de
reversao do aprendizado na idade adulta, sugerindo que a infec¢cdo e inflamacao
materna causam efeitos a longo prazo nos filhotes e que, apesar das caracteristicas
sociais, estes dados necessitam de mais investigacdes para que se possa afirmar
gue representam um modelo animal para o estudo do autismo, tendo em vista os
aspectos relacionados a falta de flexibilidade para aprender que nao foram
observados neste trabalho. Em vista disso, outros experimentos estdo sendo
conduzidos em nossos laboratérios para uma melhor compreensao dos mecanismos

gue interferiram nos comportamentos e nos niveis neuroquimicos desses animais.
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6. CONCLUSOES

A administracdo de LPS (100 pg/Kg) no DG 9,5 causou a diminuicdo do
tempo de recolhimento do primeiro filhote da ninhada no comportamento maternal.

Essa dose e tratamento também interferiram no comportamento dos filhotes
desses animais, diminuindo o reconhecimento e busca desses animais pelo odor
materno na infancia, alteracdo esta que néo foi observada na idade adulta, ainda
que os niveis de dopamina no bulbo olfatério desses animais apresentou-se
alterado. Reverteu a aprendizagem em menor tempo na idade adulta e ndo mostrou
alteracdes no sistema motor ja que a atividade geral no campo aberto e no labirinto
em cruz elevado nédo foi alterada.

Dessa forma, infec¢des e inflamagBes maternas, por bactérias, durante a
gestacdo, podem resultar em alteracBes cerebrais a longo prazo com prejuizos

comportamentais nos seus filhotes.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

