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RESUMO 

A administração de Lipopolissacarídeo de Escherichia coli (LPS), um produto da parede celular 

de bactéria gram-negativa, mimetiza quadro de inflamação, culminando na produção de citocinas 

pró-inflamatórias como IL-1β, IL-6 e TNF-α. Além disso, a administração do LPS promove o 

comportamento doentio, conjunto de alterações comportamentais, o qual é caracterizado por 

quadros de anorexia, anedonia, redução da atividade locomotora e exploratória, além de induzir 

comportamento semelhante à depressão e ansiedade. Há ainda a ativação do eixo HPA com 

consequente produção de hormônios glicocorticoides, em decorrência à administração do LPS. No 

entanto, a gestação é um momento em que há drásticas modificações no eixo HPA, sendo que a 

concentração plasmática de glicocorticoides encontra-se diminuída no início da mesma. 

Entretanto, há um aumento nos níveis de glicocorticoides a partir da segunda metade da gestação. 

Além do mais, é conhecida a hiporresponsividade do eixo HPA durante a gestação, sobretudo em 

seu período final, diante à agentes estressores. Ainda são escassos na literatura científica estudos 

acerca do comportamento doentio na gestação e a influência dos glicocorticoides na 

hiporresponsividade frente a situações de estresse. O presente estudo foi proposto com o fito de 

avaliar a responsividade de fêmeas prenhes ao estresse imunológico provocado através da 

administração de LPS. Para tanto, foi administrado salina ou LPS (200 µg/Kg) em ratas prenhes 

(N= 8-20; CEUA:644/2015) nos seguintes dias de gestação (DG): 6, 9, 12, 15, 18 e 20. Através do 

teste de campo aberto, foi avaliada a atividade locomotora dos animais. Foi avaliado também o 

padrão de ingestão alimentar após a aplicação do LPS. Foi avaliado ainda a interação social após 

2 horas a aplicação do LPS além de avaliar o estado anedônico das fêmeas prenhes através da 

análise de preferência à sacarose. Após a constatação de que no 20DG não houve qualquer resposta 

comportamental, além da observação que no 12DG há maior responsividade frente ao desafio 

imunológico em parâmetros comportamentais, tomou-se esses dois pontos afim de investigar 

alterações na termorregulação por meio de implantes de sensores de telemetria, alterações nas 

marcação para c-Fos nos neurônios em diversas regiões encefálicas, além de dosar citocinas e 

corticosterona plasmática, mensurando também níveis proteicos de IBA-1 e GFAP. Verificou-se 

no 20DG não foi constatada qualquer alteração na temperatura dos animais. Já no 12DG há uma 

resposta bifásica de temperatura uma vez que o LPS provocou hipotermia nas primeiras duas horas 

seguida de uma drástica elevação da temperatura. Não foram observadas alterações quanto à 

ativação neuronal em áreas como BNST, MPOA, LS, CPx, PVN e SON quando fora administrado 



LPS 2 horas antes da perfusão e coleta do cérebro em animais prenhes no 20DG. Já no 12DG 

observou-se maior expressão de c-fos em todas as regiões encefálicas analisadas. Não foram 

observadas alterações quanto à produção de citocinas no 20DG. No entanto, foi constatado 

aumento na concentração plasmática de TNF-α em animais prenhes após 2 horas o desafio 

imunológico por LPS no 12DG. É observado um aumento na concentração plasmática de 

corticosterona em animais prenhes no 12DG, não sendo evidenciadas alterações no 20DG. A 

expressão de proteínas relacionadas à ativação de astrócitos (GFAP) e de micróglia (IBA-1) no 

hipotálamo de ratas prenhes submetidas ao LPS no 12DG e 20DG foi analisada através da técnica 

de Western Blot, não sendo observadas alterações nestes parâmetros. Dessa forma, de posse dos 

resultados obtidos, percebe-se uma hiporresponsividade ao desafio imunológico pelo LPS no 

20DG, uma vez que não foram observadas quaisquer alterações em parâmetros comportamentais, 

nem alterações quanto à produção de citocinas e corticosterona plasmáticas. Ademais, não há 

ativação neuronal em áreas centrais em decorrência à administração do LPS no período pré-parto. 

No entanto, observa-se uma hiperresponsividade frente a endotoxemia pelo LPS no 12DG, uma 

vez que evocou o quadro de comportamento doentio verificado pelo déficit na capacidade 

exploratória/locomotora, anorexia, queda na interação social, anedonia, alteração em parametros 

termorregulatórios, já que há hipotermia seguida de elevação da temperatura corporal, aumento da 

expressão de c-Fos em áreas cerebrais relacionadas ao comportamento doentio além de aumentar 

a concentração plasmática de TNF-α e corticosterona..  

 

Palavras-chave: LPS; gestação; sickness behavior; corticosterona; eixo HPA; comportamento 

doentio. 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

The administration of Escherichia coli Lipopolysaccharide (LPS), a gram-negative bacterial cell 

wall product, mimics inflammation, culminating in the production of proinflammatory cytokines 

such as IL-1β, IL-6 and TNF-α. Moreover, LPS administration promotes sickness behavior, set of 

behavioral changes, which is characterized by anorexia frames, anhedonia, decreased locomotion 

and exploratory activity and induces similar behavior to depression and anxiety. There is also the 

HPA axis activation with consequent production of glucocorticoid hormones, due to the 

administration of LPS. Nonetheless, pregnancy is a time when there are drastic changes in the 

HPA axis, and the plasma concentration of glucocorticoids is decreased at the beginning of the 

same. However, there is an increase in glucocorticoid levels from the second half of gestation. 

Furthermore, it is known to hyporesponsiveness of the HPA axis during pregnancy, particularly in 

its final period before the stressors. They are still rare in the literature studies about sickness 

behavior during pregnancy and the influence of glucocorticoids in hyporesponsiveness in face of 

stress. This study was proposed with the aim to evaluate the responsiveness of pregnant animals 

to immune stress caused by LPS administration. For this purpose, saline or LPS (200 μg / kg) were 

given in pregnant rats (N=8-20; CEUA 644/2015) on the following days of gestation (DG): 6, 9, 

12, 15, 18 and 20. Through the open field test, the locomotor activity of the animals was evaluated. 

It was also evaluated the pattern of food intake after the application of LPS. The social interaction 

was also evaluated after 2 hours the application of LPS in addition to evaluate the anecdotal status 

of pregnant females through the analysis of sucrose preference. After the observation that in the 

20DG there was no behavioral response, besides the observation that in 12DG there is greater 

responsiveness to the immunological challenge in behavioral parameters, these two points were 

taken in order to investigate changes in thermoregulation by telemetry sensors implants, changes 

in c-Fos labeling in neurons in several brain regions, as well as cytokine and plasma corticosterone 

levels, also measuring protein levels of IBA-1 and GFAP. It was found in 20DG was not observed 

any change in temperature of the animals. 12DG there is a biphasic temperature response since the 

LPS caused hypothermia in the first two hours followed by a drastic rise in temperature. No 

changes were observed as the neuronal activation in areas such as BNST, MPOA, LS, CPx, SON 

and PVN when LPS was administered 2 hours before perfusion and collection of the brain in 

pregnant animals 20DG. In the 12DG, greater expression of c-fos was observed in all brain regions 

analyzed. No changes were observed in the production of cytokines in 20DG. However, there was 



an increase in the plasma concentration of TNF-α in pregnant animals after 2 hours the 

immunological challenge by LPS in 12DG. An increase in the plasma concentration of 

corticosterone in pregnant animals in 12DG is observed, with no changes in 20DG. Expression of 

proteins related to the activation of astrocytes (GFAP) and microglia (IBA-1) in the hypothalamus 

of pregnant rats subjected to LPS in the12DG and 20DG was analyzed by Western Blot technique, 

with no changes in these parameters were observed. Thus, with the results obtained, there is a 

hyporesponsiveness to the immunological challenge of LPS in 20DG, since no changes in 

behavioral parameters were observed, nor did changes in the production of plasma cytokines and 

corticosterone. In addition, there is no neuronal activation in central areas due to LPS 

administration in the prepartum period. However, hyperresponsiveness to endotoxemia by LPS in 

12DG was observed, since it evoked sickness behavior verified by the deficit in exploratory / 

locomotor capacity, anorexia, drop in social interaction, anhedonia, alterations in thermoregulatory 

parameters, since its initial hypothermia followed by increase in body temperature and increased 

c-Fos expression in brain areas related to sickness behavior, and increase the plasma concentration 

of TNF-α and corticosterone.  

 

Key-words: LPS; pregnancy; sickness behavior; corticosterone; HPA axis.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A gestação compreende uma fase marcada por acentuadas modificações fisiológicas com 

objetivo de garantir o sucesso da prenhez por meio do nascimento da prole. Destaca-se, nesta fase, 

a modificação no eixo Hipotálamo-Pituitária-Adrenal (HPA), sendo que a resposta do eixo 

encontra-se diminuído diante de situações de estresse (HILLERER et al, 2011; SLATTERY; 

NEUMANN, 2007; BRUNTON; RUSSELL; DOUGLAS, 2008; NEUMANN, 2003). Além do 

mais, é sabido que os níveis de glicocorticoides variam ao longo da gestação, sendo que nos 

períodos iniciais tais hormônios encontram-se reduzidos contrastando com sua elevação e ápice 

nos períodos finais da gestação, embora o eixo HPA esteja suprimido (BARLOW; MORRISON; 

SULLIVAN, 1975; ATKINSON; WADDELL, 1995). 

Uma maneira de induzir a ativação do eixo HPA, culminando na produção de 

glicocorticoides, é o uso de endotoxinas de origem bacterianas, tal como lipopolissacarídeos de 

Escherichia coli (LPS). O LPS promove a ativação do sistema imune mimetizando a resposta 

inflamatória de fase aguda sem, no entanto, promover a infecção ao organismo hospedeiro. O LPS 

liga-se a receptores do tipo TLR-4 culminando na produção de citocinas pró-inflamátorias, além 

de promover a ativação do eixo HPA. Ademais, o LPS induz a modificações comportamentais tais 

como a redução da capacidade exploratória e locomotora, queda na sociabilidade, quadros 

semelhante à anedonia, caracterizando um quadro denominado de comportamento doentio.  

No entanto, devido à hiporresponsividade do eixo HPA durante a gestação e frente à 

variações na concentração de glicocorticoides ao longo da prenhez, especula-se que a resposta de 

ratas prenhas frente ao desafio imunológico com LPS quanto à parâmetros comportamentais, 

termorregulatórios e hormonais possa ser diferencial conforme o período da gestação.  

Estudos anteriores realizados em nosso grupo de pesquisa evidenciaram o comportamento 

doentio induzido por LPS em camundongos prenhes no 10º dia de gestação (ZAVAN, 2011; 

FONSECA, 2015), sendo que o uso de fármacos inibidores da síntese de glicocorticoides como a 

metirapona e a mifeprisotone não são capazes de prevenir o comportamento doentio por LPS 

durante a gestação (FONSECA, 2015).  

Portanto, estudos que visem elucidar o mecanismo de alterações fisiopatológicas diante da 

exposição à agentes infecciosos e conhecer variações quanto à resposividade ao desafio 
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imunológico são cruciais a fim de aprimorar o diagnóstico precoce e tragam, à luz da ciência, 

tratamentos eficazes para o prognóstico materno e fetal em casos de resposta inflamatória 

(CASTRO et al, 2008; ZAVAN, 2011). É vital contribuir, por meio da ciência, para o entendimento 

da resposta inflamatória sistêmica durante a gestação e compreender as respostas diferencias diante 

da exposição à agentes infecciosos, uma vez que há modificações quanto ao eixo HPA e 

responsividade ao estresse. Sendo assim, é de elevado mérito a avaliação do comportamento 

durante a gestação como ferramenta de verificação da resposta frente a agentes estressores, bem 

como avaliar alterações quanto à parâmetros termorregulatórios, imunológicos e hormonais. 

Em nosso estudo, utilizamos o rato como modelo experimental à fim de observar as 

alterações evocadas pelo LPS ao longo da gestação. A escolha pelo rato como modelo 

experimental se deve ao fato da fácil manipulação dos animais além da facilidade na obtenção de 

animais prenhes. Ademais, optou-se pelos ratos devido ao vasto conhecimento da literatura 

científica à respeito das alterações comportamentais, térmicas e hormonais frente ao desafio 

imunológico com LPS. Porém, nosso modelo difere-se dos demais já estudados uma vez que 

estudamos as respostas em ratas prenhes, sendo que a gestação é elemento fundamental na 

responsividade frente à endotoxina.  

 

 

1.1 PRENHEZ DE RATOS 

 

 

Uma mudança importante que ocorre durante a gestação é quanto à responsividade do eixo 

hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA) materno que encontra-se profundamente reduzido durante a 

prenhez (PLANT; ZELEZNIK, 2015).  

Os primeiros estudos à respeito da atenuação do eixo HPA durante a gestação foram 

relatados no início dos anos 1990 (DA COSTA et al, 1996; NEUMANN et al, 1998). Tais estudos 

consideravam benéfica esta atenuação do eixo, no sentido de conservar energia bem como também 

proteger o feto contra a programação adversa devido à exposição aos glicocorticoides (PLANT; 

ZELEZNIK, 2015). O mecanismo exato pelo qual há a atenuação do eixo HPA durante a gestação 

ainda não está plenamente elucidado pela ciência mas possivelmente envolve a ativação de um 

mecanismo inibitório do peptídeo opióide endógeno (EOP) que recentemente demonstrou ser 
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ativado pela allopregnenolona, um metabólito neuroesteroidal da progesterona, formado no 

cérebro e encontrada em altas concentrações nos períodos finais da gestação (BRUNTON et al, 

2009; CORPECHOT et al, 1993). 

O eixo HPA desempenha um papel crucial no restabelecimento da homeostase após um 

estímulo estressor. O conceito de estresse foi introduzido na ciência a partir de estudos pioneiros 

conduzidos por Hans Selye no ano de 1936 e foi definido como sendo uma síndrome de adaptação 

geral resultado da soma de todas as reações sistêmicas não específicas do corpo que se seguem à 

longa e contínua exposição ao estresse. Frente à agentes estressores, podendo estes ser de natureza 

física ou emocional, neurônios localizados na divisão parvocelular medial do PVN (núcleo 

paraventricular do hipotálamo) que sintetizam CRH (hormônio liberador de corticotrofina) e em 

alguns casos co-expressam também arginina vasopressina (AVP) são ativados e secretam CRH 

e/ou AVP a partir dos terminais nervosos na eminência mediana para o sistema sanguíneo porta 

hipofisário entre hipotálamo e hipófise. CRH e AVP agem sinergicamente em seus respectivos 

receptores (CRH-R1 e V1-b) na pituitária anterior a fim de estimular a secreção de ACTH 

(hormônio adrenocorticotrófico), o qual, por sua vez, desencadeia a síntese e produção dos 

glicocorticoides, podendo ser o cortisol ou a corticosterona, de acordo com a espécie animal, a 

partir da adrenal (PLANT; ZELEZNIK, 2015). 

Em resposta à um estímulo estressor, os glicocorticoides atuam promovendo mobilização 

da energia (MUNCK; KORITZ, 1962), atuando nas respostas cardiovasculares (ZHU; XUE; LI, 

1995), imunológicas (BESEDOVSKY; DEL REY, 1992), comportamentais (BRAIN, 1972), além 

de exercerem o feedback negativo na via de produção dos glicocorticoides, promovendo a 

regulação da produção através da ligação aos receptores de glicocorticoides (GR; Nr3c1) e 

receptores de mineralocorticoides (MR; Nr3c2) podendo ser no cérebro ou na pituitária anterior 

(DALLMAN et al, 1992; PLANT; ZELEZNIK, 2015). 

No entanto, existem mecanismos que podem proteger o feto diante de um aumento 

excessivo na concentração de glicocorticoides, uma vez que estes podem interferir no 

desenvolvimento fetal, ocasionando em alterações neuroendócrinas (EDWARDS et al, 1993). A 

placenta expressa a enzima 11-β-hidroxiesteroide desidrogenase tipo 2 (11-βHSD-2), uma enzima 

que converte corticosterona em 11-desidrocorticosterona, uma molécula inerte e menos prejudicial 

que a corticosterona. A enzima 11-βHSD-2 atua como barreira a fim de limitar a exposição do feto 

aos glicocorticoides maternos (WELBERG; SECKL; HOLMES, 2000; WELBERG; SECKL, 
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2001). Durante a gestação de roedores a enzima 11βHSD2 encontra-se altamente ativa 

(WELBERG; SECKL; HOLMES, 2000). A 11βHSD2 está expressa em grandes quantidades na 

placenta e em tecidos do feto (BROWN et al, 1996). Sabe-se que a enzima 11βHSD é encontrada 

nas células do sinciciotrofoblasto (LINDSAY; NIEMAN, 2005). Além do mais, estudos tanto em 

roedores quanto em humanos demonstram que a eficiência da enzima placentária 11β HSD-2 varia 

consideravelmente e pode ser diminuída por variações na dieta, infecções, inflamações, hipóxia e 

estresse, permitindo, desse modo, que maior quantidade de cortisol atravesse pela placenta, 

afetando o desenvolvimento do feto (SECKL, 2004; COTTRELL; SECKL, 2009; PLANT; 

ZELEZNIK, 2015).  

Com o intuito ainda de proteger o feto contra as altas concentrações de glicocorticoides, há 

a redução do eixo HPA materno, amenizando o impacto do estresse, reduzindo a probabilidade do 

feto sofrer programações prejudiciais (EDWARDS et al, 1993 BARKER, 2002; WELBERG; 

SECKL, 2001). A redução do eixo HPA é tida como a primeira linha de defesa a fim de limitar a 

exposição do feto aos glicocorticoides (PLANT; ZELEZNIK, 2015). 

No entanto, embora haja a hiporresponsividade do eixo HPA ao longo da gestação, há um 

aumento na concentração de glicocorticoides em períodos finais da gestação, observados através 

da Figura 1 (LINDSAY; NIEMAN, 2005), modificação a nível neuro-endócrino materno visando 

a proteção do feto e assegurando o parto (FONSECA, 2005).  

Como ilustrado na Figura 1, na fase inicial da gestação de ratos, a variação circadiana do 

ACTH e da corticosterona é suprimida e, além disso, os níveis diários médios da variação 

circadiana são reduzidos (ATKINSON; WADDELL, 1995). Os níveis de cortisol salivar também 

são, em geral, reduzidos em mulheres durante o início da gestação, quando se comparados com o 

período final da gestação (OBEL et al, 1995; HARVILLE et al, 2007). A redução na secreção de 

glicocorticoides no início da gestação tem sido sugerida como sendo benéfica pois facilita a 

implantação do blastocisto, uma vez que altas concentrações de cortisol salivar em mulheres com 

1 a 3 semanas após a concepção foram associados com ocorrência de abortos espontâneos 

(NEPOMNASCHY et al, 2006). 

A partir da segunda metade da gestação, os níveis basais circulantes de corticosterona 

aumentam progressivamente (como verificado na Figura 1), embora a secreção de ACTH seja 

ainda fortemente suprimida (ATKINSON; WADDELL, 1995). Isso se deve ao aumento da 

sensibilidade da glândula adrenal à ACTH como consequência da ação do estrógeno sobre a 
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camada cortical da adrenal (CARR et al, 1981; FIGUEIREDO et al, 2007; LINDSAY; NIEMAN, 

2005). De forma similar, os níveis de cortisol aumentam de forma progressiva na gestação de 

mulheres, como relatado por BUSS e demais colaboradores (2009). Conforme a gravidez progride, 

as respostas fisiológicas normais à agentes estressores e também o nível do cortisol ao despertar, 

um marcador da atividade basal da HPA, são atenuados (LINDSAY; NIEMAN, 2005). 

Por volta do 17º dia de gestação, o eixo HPA fetal já é capaz de responder às alterações dos 

hormônios maternos com liberação de CRF, ACTH, corticosterona e β endorfinas (OHKAWA et 

al, 1991). Essa corticosterona produzida pelo feto consegue atravessar a barreira placentária. Desse 

modo, além da concentração de glicocorticoides maternos, que já estão em níveis circulantes mais 

elevados durante essa fase gestacional se comparados à primeira metade da gestação, há a presença 

de corticosterona de origem fetal, além de β-endorfinas presentes na circulação da mãe, fazendo 

com que os níveis de hormônios glicocorticoides estejam elevados (CHURCHILL et al, 1981; 

MILKOVIC et al, 1973; SANDMAN; KASTIN, 1981; ZARROW; PHILPOTT; DENENBERG, 

1970; FONECA, 2005). Tais evidências podem ser observadas graficamente por meio da Figura 

1. 

No cérebro, a expressão de RNAm de Crh e Avp no PVN e de RNAm de GR (Nr3c1) e 

MR (Nr3c2) no PVN e no hipocampo permanecem inalterados durante as fases iniciais de gestação 

(JOHNSTONE et al, 2000). Mais ainda, o conteúdo de ACTH na hipófise anterior e a expressão 

de RNAm para seu precursor (POMC) também permanecem inalterados durante a primeira metade 

da gestação. Todavia, no final da gravidez, a expressão basal de RNAm de Crh e Avp no PVN é 

reduzida com concomitante redução do conteúdo de CRH na eminência mediana e também 

redução de RNAm para POMC e receptor do tipo 1 para CRH (CRH-R1; crhr1) na hipófise anterior 

(JOHNSTONE et al, 2000). Essas adaptações retratam, portanto, a redução acentuada do eixo HPA 

no final da gestação (PLANT; ZELEZNIK, 2015). 

Sabe-se que na primeira metade da gestação de roedores, as respostas de ACTH e de 

corticosterona frente a agente estressores permanecem semelhantes às respostas encontradas em 

fêmeas não-prenhes (NEUMANN et al, 1998; PARKER; MENZIES; DOUGLAS, 2011; 

NAKAMURA et al, 1997) mesmo que a liberação de CRH já possa estar reduzida (NEUMANN 

et al, 1998). No entanto, a responsividade do eixo HPA é profundamente reduzida no final da 

gestação (PLANT; ZELEZNIK, 2015). Em roedores, isso é observado quando expostos a agentes 

estressores psicológicos, como, por exemplo, na exposição a um ambiente novo relacionando a 
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questões de ansiedade (NEUMANN et al, 1998; DOUGLAS et al, 2003) ou ainda em situações de 

estresse por contenção (DA COSTA et al, 1996). Além do mais, é demonstrado que há 

hiporresponsividade no final da gestação em roedores diante de estressores físicos ou químicos, 

como o uso de endotoxinas (BRUNTON et al, 2005) ou administração de citocinas (BRUNTON 

et al, 2005). Também há a demonstração da hiporresponsividade do eixo HPA ao estresse em 

situações como o nado forçado (NEUMANN et al, 1998; DOUGLAS et al, 2003; MA et al, 2005).  

Porém, nos casos em que há a demonstração da redução da responsividade do eixo HPA 

frente à agentes estressores, há, concomitantemente, redução nos níveis de ACTH e na secreção 

de corticosterona (NEUMANN et al, 1998; DOUGLAS et al, 2003; DA COSTA et al, 1996; 

BRUNTON et al, 2005), sendo associado com redução ou até mesmo ausência na expressão de 

RNAm de Crh e/ou Avp (BRUNTON et al, 2005; DA COSTA et al, 2001). Tal evidência aponta 

para uma redução central do direcionamento do eixo HPA por neurônios CRH/vasopressina no 

final da gestação (PLANT; ZELEZNIK, 2015). Essa responsividade alterada nos períodos tardios 

da gestação envolve adaptações na pituitária anterior, no hipotálamo e também em centros 

cerebrais superiores, sendo que os mecanismos que envolvem a queda da resposta do eixo HPA 

na lactação envolve mecanismos diferentes daquela da gestação (BRUNTON; RUSSELL; 

DOUGLAS, 2008). 

Tendo conhecimento da redução da atividade do eixo HPA no final da gestação, é 

importante relacionar tal redução com a resposta diante a agentes estressores ao longo da gestação. 

Uma conhecida maneira de ativar o eixo HPA e observar alterações em nível 

neuroendócrino e também comportamental é através da mimetização da resposta inflamatória de 

fase aguda por meio do uso do Lipopolissacarídeo de Escherichia coli, o LPS. 
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Figura 1. Flutuações hormonais ao longo da gestação de ratos 

 

 

 

1.2 RESPOSTAS AO DESAFIO IMUNOLÓGICO COM LPS 

 

 

Experimentalmente, um quadro de inflamação generalizada pode ser provocado em 

animais através da exposição à produtos da parede celular de bactérias gram-negativas como o 

Lipopolissacarídeo de Escherichia coli (LPS). Através de tal exposição há a mimetização da 

resposta inflamatória de fase aguda, ativação do sistema imunológico, sem, no entanto, causar 

infecção ao hospedeiro (BURRELL, 1994; BELOOSESKY et al, 2010; SMITH et al, 2007). 

Fonte: PAWLUSKI et al, 2009. Effects of steroid hormones on neurogenesis in the hippocampus 

of the adult female rodent during the estrous cycle, pregnancy, lactation and aging.  

Nota: Níveis relativos de hormônios como progesterona, representada em azul (ng/mL), 

corticosterona, representada em vermelho (ng/mL) e estadiol (pg/mL) representada em verde, ao 

longo da gravidez e no parto, em ratos. 
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O LPS é um lipídio complexo, formado por um componente denominado de lipídio A 

ligado a um polissacarídeo. O polissacarídeo é formado por um único núcleo ligado a uma série 

terminal de unidades repetidas. O lipídio A consiste em unidades dissacarídicas de glicosamina 

fosforilada, onde estas unidades estão ligadas a diversos ácidos graxos de cadeia longa, podendo 

apresentar variações de acordo com a espécie bacteriana. Já o núcleo do polissacarídeo, por sua 

vez, é constituído de maneira semelhante entre todas as espécies gram-negativas que possuem 

LPS. No entanto, cada espécie possui uma unidade de repetição em particular. De forma geral, os 

elementos de repetição consistem em trissacarídeos lineares ou ainda tetra ou pentassacarídeos 

ramificados (BROOKS; BUTEL; MORSE, 2000; KIRSTEN, 2010). 

O LPS é sintetizado na membrana plasmática e transportado para a posição exterior final 

da membrana. Posteriormente, o LPS é ligado à superfície celular sendo liberado apenas quando 

as células bacterianas são lisadas. O LPS então é clivado em lipídio A e polissacarídeo, sendo que 

a porção do lipídeo A será reconhecida pelo sistema imune e haverá interação imunológica. A 

especificidade antigênica é conferida pelas unidades terminais de repetição, as quais, por sua vez, 

circundam a célula e foram uma camada de polissaradíeos hidrofílicos (BROOKS; BUTEL; 

MORSE, 2000; KIRSTEN, 2008; 2010; ADEREM; ULEVITCH, 2000). 

O LPS, definido como sendo uma endotoxina (uma vez que é tóxico para os animais e deve 

estar ligado a uma superfície celular para promover seus efeitos), pode atuar diretamente em 

macrófagos, monócitos, neutrófilos, plaquetas sanguíneas e também em células endoteliais. 

(SALUK- JUSZCZAK; WACHOWICZ, 2005; KIRSTEN, 2010).  

O LPS, inicialmente no plasma, liga-se a uma proteína de fase aguda do hospedeiro 

denominada de LBP (lipopolysaccharide binding protein) a fim de ser transportado na corrente 

sanguínea. A LBP é produzida no fígado animal e após a sua ligação ao LPS forma-se o complexo 

LPS:LBP. Posteriormente, tal como ilustrado pela Figura 2, o complexo recém formado transfere 

o LPS para a proteína de membrana periférica CD14, um receptor, presente na superfície de 

macrógafos, iniciando, assim, o processo de ativação celular e reconhecimento por parte do 

sistema imunológico (FENTON; GOLENBOCK, 1998; ADEREM; ULEVITCH, 2000; 

MIYAKE, 2003).  

O complexo formado, chamado de LPS:CD14, ativa a sinalização do receptor semelhante 

ao Toll (TLR-4) que é complexada com a proteína MD-2. Nesse instante, inicia-se a geração do 

sinal transmembranar em direção ao núcleo, processo esse de natureza intracelular. No interior do 
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macrófago há uma série de reações que ocorrem em cascata, destacando-se a atuação de MyD 88, 

IRAK, AP-1 e outras, culminando na ativação do fator de transcrição NF-κB, fator este que ativa 

os genes que transcrevem as proteínas envolvidas no processo de defesa do organismo frente à 

infecção, culminando na geração de citocinas pró-inflamatórias, processo ilustrado na Figura 2 

(ADEREM; ULEVITCH, 2000; HARJU et al, 2005; ROMERO R. et al, 2007; KIRSTEN, 2010).  

Entre as citocinas resultantes produzidas por meio desse processo descrito acima, destaca-

se o papel relevante do fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), da interleucina-1 beta (IL-1β) e a 

interleucina 6 (IL-6), entre outras (HAVA et al, 2006). 

As citocinas são capazes de regular processos importantes, sobretudo relacionados às 

questões imunes, como inflamação, febre, proliferação e diferenciação celular, síntese de proteínas 

de fase aguda, quimiotaxia, fibrose, ações antivirais e moléculas de adesão (ROTHWELL; 

HOPKINS, 1995). Porém, devido às suas características estruturais, uma vez que apresentam baixo 

peso molecular e são grandes em tamanho, são impedidas de atravessar a barreira 

hematoencefálica, contudo podem atuar no sistema nervoso central (SNC) de diferentes maneiras 

(DUNN, 2007; SALUK-JUSZCAK; WACHOWICZ, 2005; TOYAMA, 2012; ASHDOWN et al, 

2006; DUNN, 2006).  

Figura 2. Mecanismo de ação intracelular do LPS em células imunológicas

 

Fonte: Modificado de DellaGioia; Hannestad, 2011 
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As citocinas podem atuar por meio do nervo vago, modulando ações no SNC. O nervo vago 

é tido como a principal via aferente de comunicação para o cérebro. Por meio dele, as citocinas 

entram em contato a partir das terminações de ramificações vagais periféricas, presentes em todos 

os órgãos do peritônio (KONSMAN; PARNET; DANTZER, 2002), as quais, por sua vez, 

apresentam receptores para citocinas. Através da ativação destes receptores, desencadeia uma 

transmissão de impulso nervoso até sua ligação no núcleo vagal presente no encéfalo. Esta referida 

via de comunicação das citocinas com o SNC está ilustrada na Figura 3.   

Nesse sentido, interleucina 1 (IL-1) secretado por macrófagos ativados por LPS é capaz de 

estimular as fibras vagais, as quais, por sua vez, levarão as informações para o SNC 

(DELLAGIOIA; HANNESTAD, 2010; GOEHLER et al, 1999). Quando, por sua vez, realizou-

se, experimentalmente a secção do nervo vago, foi constatado que não houve a ativação de áreas 

como o hipotálamo, o tronco cerebral e áreas do sistema límbico, não sendo observadas também 

alterações comportamentais típicas do comportamento doentio após a aplicação de LPS ou IL-1, 

demonstrando que a comunicação via nervo vago é importante para a ativação cerebral e 

modulação das respostas comportamentais (DANTZER et al, 1998).  

Outra forma das citocinas alcançarem o SNC se dá através de áreas onde a barreira hemato-

encefálica é mais frágil e porosa, como o plexo coroide e os órgãos circunventriculares, 

estimulando, à posteriori, macrófagos destas áreas a produzirem maiores concentrações de 

citocinas, como IL-1 que exerceria seus efeitos em receptores específicos em diversas áreas do 

cérebro, como, por exemplo, o núcleo do trato solitário, o hipocampo e a amígdala (BASSO et al, 

2003; KONSMAN; PARNET; DANTZER, 2002). Esta via de comunicação também está ilustrada 

através da Figura 3. Estudos comprovando elevados níveis de citocinas pró-inflamatórias após 

infecção nos órgãos circunventriculares, como a área postrema, a eminência mediana e o órgão 

vasculoso da lâmina terminal, quando comparados à outras regiões do cérebro (DUNN, 2006), 

demonstram a importância desta via. 

Outro modo de mediação das citocinas no SNC se dá por meio do contato das citocinas 

com as células endoteliais. Tanto o LPS quanto as citocinas, através do contato com os receptores 

das células endoteliais do organismo infectado, estimulam a ativação da enzima ciclooxigenase-2 

(COX-2), que medeia a produção de prostaglandinas (PGE2) e outros eicosanoides, além de 

influenciar na produção da prostaglandina microssomal sintetase 1 (mPGES1). A PGE2, por 

exemplo, exerce seus efeitos por meio de receptores (EP4) presentes em neurônios da área pré-
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optica medial além de atuar também em receptores no núcleo paraventricular do hipotálamo 

(ENGBLOM et al, 2003; KONSMAN; PARNET; DANTZER, 2002; USHIKUBI et al, 1998), tal 

como pode ser observado por meio da Figura3. Os eicosanoides são mediadores inflamatórios de 

origem lipídica tais como as prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos, e conseguem atravessar 

a barreira hematoencefálica, atuando em áreas específicas do cérebro, modulando respostas 

comportamentais. Como repercussão, há ativação dos sistemas noradrenérgico e serotoninérgico, 

gerando alterações comportamentais (CUSCHIERI et al, 2006; ENGBLOM et al, 2002 e 2003, 

KIRSTEN, 2008; SONCINI et al, 2012; USHIKUBI et al, 1998; ZAVAN, 2011). Trabalhos 

utilizando ferramentas farmacológicas como, por exemplo, inibidores de eicosanoides e inibidores 

da COX-2, observaram supressão do comportamento doentio (CALDER, 2004; SALUK-

JUSZCZAK; WACHOWICZ, 2005; DUNN, 2006; ROCHE et al, 2006; XU et al, 2006).  

Há outras formas ainda pelas quais as citocinas podem modular ações nas regiões centrais, 

como por exemplo, cruzando a barreira hematoencefalica por meio de sistema de capturas 

específicos, processo este também ilustrado através da Figura 3. No entanto, a capacidade de 

transporte desses sistemas é relativamente baixa e pouco eficiente (DUNN, 2006).  

Não obstante, merece destaque também a capacidade do LPS induzir a produção da enzima 

óxido nítrico sintase (NOS), a qual, por sua vez, contribui para a produção do óxido nítrico (NO), 

potente vasodilator com reconhecidas funções anti-inflamatórias. O NO apresenta a capacidade de 

atuar também no SNC modulando ações (ROCHE et al, 2006; MURATORE et al, 2009; 

KIRSTEN, 2010). 

Os mecanismos citados acima não atuam de modo individualizado, mas atuam sim de modo 

simultâneo e integrado, a partir da liberação das citocinas, por meio de mecanismos intracelulares 

(DUNN, 2006).  

Porém, não basta que as citocinas alcancem as regiões cefálicas. Para que possam exercer 

papel atuante é necessário que haja a interação com os receptores e geração das respostas por meio 

de mecanismos adequados. Nesse ponto, estudos descritos na literatura científica comprovam a 

existência de receptores de citocinas em diversas regiões do cérebro, incluindo receptores 

específicos para IL-1β, TNF-α e também IL-6, sendo que tais receptores estão expressos tanto nas 

células da glia quanto também em neurônios (DUNN, 2006; AVITSUR; YIRMIYA, 1999). 

As citocinas, em contato com a micróglia, desencadeiam a produção de novas citocinas no 

cérebro, causando uma potencialização de seu efeito. É plausível, portanto, afirmar, que a 
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micróglia atua de modo análogo aos macrófagos, sendo considerado como um “órgão imune” do 

cérebro, combatendo infecções e a própria inflamação (LENT, 2001; MEYER et al, 2005; HAVA 

et al, 2006; XU et al, 2006; KIRSTEN, 2010). 

Desse modo, a administração de LPS é capaz de produzir citocinas e comunicar-se com 

áreas do SNC e modular respostas centrais, modificando, por exemplo, comportamentos inatos. 

Sendo assim, o LPS é capaz, por meio desse mecanismo acima elucidado, induzir comportamentos 

de anorexia, pirexia, anedonia, sonolência, redução da atividade locomotora e exploratória além 

de provocar um comportamento semelhante à depressão, diminuição da atividade sexual, prejuízo 

no aprendizado e memória, caracterizando um quadro denominado comportamento doentio, ou 

sickness behavior (KLUGER, 1991; KENT et al., 1996; DANTZER et al., 1998ª, b, DANTZER 

et al, 2008; DANTZER, 2004; DANTZER, 2001; LEONARD, 2001; ENANGA et al., 2002; 

ROMANOVSKY, 2004; MATSUMURA; KOBAYASHI, 2004; DINARELLO, 2004; 

KINOSHITA, 2007; HART, 1988; DANTZER et al, 2001; KENT; KELLEY; DANTZER, 1992; 

DANTZER, 2001). 
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Figura 3. Mecanismo de ação do LPS e formas de comunicação com o Sistema Nervoso Central 

 

Fonte: Schedlowski; Engler; Grigoleit, 2014. Endotoxin-induced experimental systemic inflammation in humans: 

A model to disentangle immune-to-brain communication. 

Nota: Vias de comunicação aferente a partir da periferia para o cérebro. Sinais oriundos do sistema imunológico 

periférico podem atingir o cérebro através de vias humorais e neurais. A figura demonstra ainda as alterações nas 

funções cerebrais ocasionadas pela ação das citocinas em áreas específicas do SNC, causando alterações tais como 

febre, mal-estar, náusea, alterações na funções de sono, efeitos cognitivos, prejuízo no humor e alterações na 

sensações de sentido.  
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Além das alterações comportamentais, outro quadro característico do processo infeccioso 

provocado através da administração do LPS é o aumento fisiológico do setpoint termorregulatório, 

quadro característico de febre (HART, 1988; COHN, 2003; DINARELLO, 1984). Existem 

diversas teorias de como a febre ocorre a partir de sinais de infecção/inflamação na periferia, entre 

os quais estão o trabalho de revisão de BLATTEIS (2006) afirmando que a febre é produzida a 

partir da ativação da cascata do sistema complemento, culminando na produção da proteína ativa 

C5a, além da proteína amilóide sérica A, ceruloplasmina, haptoglobulina, antiproteinase e 

fibrinogênio, atuando, nas células de Kupfer no fígado, causando liberação de prostaglandina E2 

(PGE2). Esta se liga a receptores aferentes vagais enviando estímulos para o núcleo do trato 

solitário (NTS) e posteriormente para a área pré-óptica anterior (POA). Na POA há a liberação de 

noradrenalina que se liga a receptores α-1 e α-2 adrenérgicos. Num primeiro momento, neurônios 

sensíveis a calor são inibidos, caracterizando, dessa forma, as respostas iniciais da febre. No 

entanto, posteriormente, ocorre produção de PGE2 dependente da enzima ciclooxigenase-2 que 

também irá inibir esses neurônios, sendo esta fase denominada de fase tardia da febre. Além do 

mais, citocinas classificadas como pirógenas, como interleucina 1 (IL-1) juntamente com a 

interleucina 6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral (TNF) parecem contribuir para a resposta tardia 

da febre, uma vez que o uso de antagonistas destes compostos não produziu efeito significativo 

nos primeiros 30 minutos da febre (KINOSHITA, 2007).  

Os sistemas efetores, os quais são responsáveis pelo aumento da temperatura corpórea, 

como a musculatura estriada esquelética, atuam de modo a aumentar a produção do calor, 

promovendo tremores musculares. Ademais, o sistema cardiovascular, responsável pela 

vasoconstrição cutânea, também atua diminuindo a perda de calor (BLAITTES, 2006; 

KINOSHITA, 2007). A contração muscular é realizada através da sinalização da POA para a 

medula espinhal, atingindo os cornos ventrais e também os neurônios motores da musculatura 

esquelética. A partir da POA também há projeções para a área tegmental ventral seguida para 

neurônios pré-motores localizados na medula. Estes atingem os neurônios pré-ganglionares do 

sistema nervoso autônomo simpático, e então, os pós-ganglionares, que realizam, por sua vez, a 

vasoconstrição (BLATTEIS, 2006; KINOSHITA, 2007).  

A regulação da temperatura corporal não é determinada apenas por uma única região mas 

por um conjunto de estruturas que incluem regiões do hipotálamo, sistema límbico, tronco 

cerebral, formação reticular, medula espinhal e gânglios simpáticos (BLATTEIS, 1998). Embora 
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todas estas regiões apresentem importância no controle da temperatura, destaca-se a POA como 

sendo uma das estruturas mais importantes por ser um sítio termossensível que recebe aferências 

dos termorreceptores periféricos e da medula espinhal (MORRISON et al, 2008; 

ROMANOVSKY, 2007).  

O setpoint da temperatura corporal pode ser considerado como um termostato dinâmico, 

uma vez que gera respostas compensatórias diante de variações da temperatura (KANOSUE et al, 

1997). É preciso caracterizar que a febre é uma elevação regulada da temperatura corporal e não 

uma incapacidade dos mecanismos que regulam a temperatura corporal de atuar e exercer o 

controle de temperatura, dissipando o ganho de calor. A febre não depende da temperatura do 

ambiente, se desenvolvendo em qualquer temperatura (CABANAC; MASSONNET, 1980; IUPS, 

2001; ORLANDI, 2016).  

A febre é considerada como sendo um aumento controlado da temperatura em resposta a 

um agente invasor e apresenta função protetora e adaptativa, objetivando atingir temperaturas 

consideradas como desfavoráveis para o crescimento de microoganismos patogênicos. No entanto, 

altas temperaturas por um período de tempo prolongado pode ser prejudicial ao organismo e até 

mesmo leva-lo à óbito (HARDEN et al., 2015). No âmbito imunológico, a febre é benéfica uma 

vez que aumenta a mobilidade e migração de neutrófilos e também de monócitos, aumenta a 

fagocitose, produção de linfócitos T auxiliares, dentre outros (BLATTEIS, 2006; ROSENSPIRE 

et al, 2002). 

As citocinas produzidas pelas células imunológicas, em decorrência à administração do 

LPS, estimulam a síntese de PGE que atuam diretamente sobre a POA, que é rica em receptores 

para este mediador. Desse modo, há elevação do setpoint termorregulatório, elevando também a 

temperatura corporal (ENGSTRÖM et al, 2012; LAZARUS et al, 2007).  

Trabalhos utilizando-se da administração de diversas citocinas demonstram problemas 

gestacionais similares aos que ocorrem devido à administração de LPS na gestação (ROMERO et 

al, 2007). Porém, nesse ponto, é necessário afirmar que alguns trabalhos divergem entre si nos 

resultados apresentados. Para alguns autores, as citocinas podem atravessar a barreira placentária. 

No entanto, experimentos realizados em cultura demonstram que apenas uma pequena quantidade 

de citocina parece ser capaz de atravessar a barreira placentária, percorrendo âmnio, córion e 

decíduas (URAKUBO et al, 2001; LEVITON; DAMMANN; DURUM, 2005; MEYER et al, 2005; 

KIRSTEN, 2010).  
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1.3 O LPS DURANTE A GESTAÇÃO 

 

 

O LPS administrado durante a gestação provoca reabsorção embrionária, abortos, morte 

fetal intrauterina e partos prematuros, embora o exato mecanismo não esteja plenamente elucidado 

ainda pela ciência, podendo apresentar efeitos tóxicos indiretos. Porém, todas alterações 

supracitadas, que ocorrem durante o período gestacional, são resultantes do aumento da produção 

e liberação das citocinas pró-inflamatórias (XU et al, 2006; ZHAO et al, 2008).  

Em se tratando do processo gestacional per se é sabido que a administração do LPS provoca 

morte fetal dependente da dosagem do composto, tal como relatado por Toyama (2012), utilizando 

como modelo experimental camundongos Swiss no 18º dia de gestação. Segundo o trabalho de 

Toyama, em 2012, os animais prenhes submetidos ao tratamento com LPS na dose de 300µg/Kg 

apresentaram 100 % de aborto. Já as fêmeas que receberam a dosagem de 150µg/Kg de LPS 

apresentaram 55% de aborto espontâneo. As citocinas pró-inflamatórias produzidas como 

resultado da administração do LPS alcançam o líquido amniótico e prejudicam o correto 

desenvolvimento da gestação. Nesse sentido, o trabalho realizado por Oksvig e demais 

colaboradores (2012) demonstraram que ratos Sprague-Dawley expostos a baixas doses de LPS 

no 15º dia de gestação apresentaram aumento na concentração de citocinas tanto no plasma 

materno quanto também no líquido amniótico após 4 horas à administração do LPS.  A endotoxina 

bacteriana é capaz de induzir não somente aborto espontâneo, mas também reabsorções 

embrionárias e morte embrionária uterina (AVITSUR; COHEN; YIRMIYA, 1997; KIRSTEN, 

2008; XU et al, 2006; ZHAO et al, 2008). Porém, apesar de provocar a significativa redução no 

número da prole, não há alterações tanto no peso total quanto no peso individual da prole, além de 

não serem diagnosticadas também danos no desenvolvimento físico e nos reflexos da prole cujas 

mães receberam LPS (KIRSTEN et al, 2010; ROJAS, 2019).  

A ligação do LPS a partir dos receptores denominados de toll-like receptors é primordial 

para a geração da falha gestacional já observada anteriormente em modelos murinos (CLARK et 

al, 2004). A endotoxina, tal como dito anteriormente, é capaz de provocar a síntese e liberação de 

citocinas pró-inflamatórias, tais como a IL-1, IL-6 e o TNF (CHUA; ROFE; COYLE, 2006). 

Determinadas citocinas ajudam no estabelecimento do sucesso da gestação, como por exemplo, 

IL-4, IL-6 e IL-10. Outras, no entanto, são danosas para o embrião/feto podendo causar falhas 
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gestacionais (DAHER et al, 2004). Nesse sentido, a perda embrionária é ocasionada devido a 

mudanças imunológicas que ocorrem no ambiente uterino e também devido a mudanças hormonais 

na gestação. Estudos prévios afirmam que a aplicação do LPS pode contribuir, de maneira 

significativa, para o término da gestação em qualquer período em que for aplicado, mas não 

provoca, no entanto, mudanças no funcionamento do sistema endócrino de ratas prenhes (RIOUX-

DARRIEULAT; PARANT; CHEDID, 1978).  

A administração do LPS em ratas prenhas tem sido amplamente usada para estudos 

relacionados com alterações comportamentais tanto na prole juvenil quanto adulta e também com 

alterações histológicas na prole adulta (MEYER et al, 2006; SHI et al, 2003; OZAWA et al, 2006; 

KIRSTEN, 2008; KIRSTEN, 2010). 

A administração de LPS durante o período gestacional induz a ativação imuno-materna, 

sendo um modelo já bem estabelecido na literatura científica e viável para estudos relacionados 

com indução de quadros semelhantes à depressão, ansiedade, déficits na cognição e memória e 

desordens neuropsiquiátricas na prole, como esquizofrenia e autismo (LIN; WANG, 2014; 

ENAYATI et al, 2012; LIN; LIN; WANG, 2012; WISCHHOF et al, 2015 a; b; KIRSTEN, 2008; 

KIRSTEN, 2012; KIRSTEN et al., 2012). Além disso, a exposição ao LPS durante o período pré-

natal está relacionando intimamente com alterações fisiológicas à longo prazo na prole dos animais 

(ASIAEI; SOLATI; SALARI, 2011). Durante a gestação, um período de tempo específico é 

considerado como sendo período crítico na indução de desordens do neuropsiquiátricas e déficits 

comportamentais na prole de roedores (MEYER et al, 2006). Nesta janela de tempo, em questão, 

a exposição ao LPS tem como consequência a produção de citocinas que atravessam a barreira 

placentária e estas, por sua vez, interrompem os processos de desenvolvimento do cérebro do feto 

(KIRSTEN et al, 2013), prejudicando de maneira significativa seu desenvolvimento normal. 

É sabido que a administração do LPS durante a gestação, além de aumentar os níveis de 

NO, induz também aumento da peroxidação lipídica (STUSS; WIKTORSKA; SEWERYNEK, 

2010; FRANCESCHELLI, 2014; REQUINTINA; OXENKRUG, 2003) e redução dos níveis de 

glutationa tanto na placenta quanto no fígado materno e fetal (XU et al., 2006). Além disso, há a 

geração de espécies reativas de oxigênio (ROS) após a administração do LPS na gestação, sendo 

este processo independente da produção de citocinas (ARSENAULT et at, 2014). 

Estudos demonstram ainda que o LPS durante o período gestacional induz um quadro de 

neurotoxicidade através da ativação da micróglia (AL‑AMIN et al, 2016). A indução do LPS no 
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útero também causa a ativação da micróglia que resulta em aumento nos níveis de NO, ROS e de 

citocinas pró-inflamatórias como TNF-α (LING et al, 2002). A partir da ativação da micróglia e 

dos astrócitos, há a indução da iNOS, resultando na produção de ROS. O NO, por sua vez, pode 

prejudicar os oligodendrócitos e a mielina, interferindo, desse modo, na cadeia de transporte de 

elétrons mitocondrial e transloca o fator indutor de apoptose (KIM et al, 2010). Portanto, pode-se 

afirmar que o estresse oxidativo gerado a partir da administração do LPS durante a gestação 

desempenha um papel crucial na geração de danos aos axônios neuronais por meio da interrupção 

da cadeia mitocondrial. Como resultado, a produção de energia será significativamente reduzida, 

havendo, concomitantemente, oxidação das proteínas e lipídios, degradação do microtúbulo e o 

transporte axonal será interrompido (COLEMAN, 2005).   

A exposição pré-natal ao LPS pode levar ainda à danos no cérebro devido a produção de 

radicais livres considerados como sendo tóxicos, tal como espécies de OH, presentes no fígado 

(CAMBONIE et al, 2004). Os radicais livres, por sua vez, reagem com o DNA, proteínas e lipídios, 

interrompendo a função celular podendo levar até mesmo à morte da célula.  

Estudos demonstram que o LPS é capaz de induzir a ativação da micróglia, promover 

reação em astrócitos e de induzir processos de apoptose em precursores de oligodendróctios, os 

quais, produzem ânion superóxido, NO e contribuem para a neurodegeneração (MAYER, 1998).  

Além disso, a indução da endotoxemia através da administração do LPS é capaz de causar 

morte celular neuronal em regiões como o córtex, o hipocampo e também provocar a depleção de 

neurônios dopaminérgicos no estriado. (NOLAN et al, 2003; KIM et al, 2002).  

Como visto, a administração do LPS desencadeará a produção de citocinas pró-

inflamatórias como a IL-1β, IL-6 e TNF-α (DINARELLO, 1991; KENT et al, 1992). As citocinas 

atuam no cérebro provocando alterações comportamentais típicas do comportamento doentio 

(KENT et al, 1992; ROTHWELL; HOPKINS, 1995; DANTZER, 2001; RAMACHANDRA et al, 

1992). As citocinas atuam também no sistema nervoso central de modo a aumentar o metabolismo 

de serotonina e noradrenalina através da cascata de sinalização de prostaglandinas via enzima 

ciclooxigenase 2 (COX-2) (ENGBLOM et al, 2002; 2003). Tais reações promovem ainda o 

aumento da secreção do CRH, ativando o eixo HPA, aumentando, consequentemente, a 

concentração plasmática do hormônio adrenocorticotrófico (ACTH) e de glicocorticoides 

(BESEDOVSKY et al, 1986; DUNN, 1988; TURNBULL; LEE; RIVIER, 1998 HAUGER et al, 

2009; OHMURA; YOSHIOKA, 2009).  
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Porém, durante a gestação, há modificações do eixo podendo ocasionar em respostas 

comportamentais alteradas gerando um estado de hiporresponsividade perante às situações de 

estresse, uma vez que o eixo encontra-se significativamente diminuído (HILLERER et al, 2011; 

SLATTERY; NEUMANN, 2007; BRUNTON; RUSSELL; DOUGLAS, 2008; NEUMANN, 

2003). No início da gestação a concentração de glicocorticoides encontra-se reduzida e tais 

concentrações somente começarão a se elevar por volta do 10º dia de gestação em camundongos 

(BARLOW; MORRISON; SULLIVAN, 1975), bem como em ratos (ATKINSON; WADDELL, 

1995). Dessa forma, é possível que roedores em período gestacional possam apresentar 

comportamentos diferenciados diante da administração de endotoxinas devido estas mudanças 

hormonais, fazendo que com a resposta diante da aplicação do LPS seja menor em períodos mais 

tardios da gravidez. Especula-se ainda que modificações além da resposta comportamental possam 

ser diferenciais devido à hiporresponsividade do eixo HPA, modificações estas em parâmetros tais 

como termorregulatórios e hormonais. 

Estudos prévios realizados em nosso grupo de pesquisa já comprovaram o comportamento 

doentio em camundongos prenhes em seu 10º dia de gestação mediante ao tratamento com 

lipopolissacarídeos de E. coli (ZAVAN, 2011; FONSECA, 2015).  Os trabalhos revelam ainda que 

o uso de fármacos anti-glicocorticoides como a metirapona e a mifepristone não são capazes de 

prevenir o comportamento doentio gerado através da aplicação do LPS quando aplicados no 10º 

dia de gestação (FONSECA, 2015). 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

 

Diante da importância do processo gestacional per se além da comprovada alteração dos 

níveis de glicocorticoides ao longo da gestação é fundamental importância estudar a interferência 

da modificação do eixo HPA ao longo da gestação em quadros de endotoxemia.  Assim, devido 

ao fato de durante a gestação tanto de mulheres quanto de roedores à hiporresponsividade do eixo 

hipotálamo-hipófise-adrenal perante às situações de estresse, e ausência de dados na literatura a 

respeito do motivo pelo qual existem tais alterações, particularmente no término do período 

gestacional, propomos avaliar a responsividade ao estresse, tanto quanto à respostas autonômicas, 

termoregulatórias, hormonais e comportamentais diante de um desafio imunológico resultante da 

administração sistêmica de LPS. 
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3 OBJETIVOS 

 

 

O trabalho foi desenvolvido traçando objetivos gerais e específicos, como observado a seguir. 

 

 

3.1  OBJETIVOS GERAIS 

 

 

Avaliar o efeito da administração de lipopolissacarideo de E. coli durante o período 

gestacional de ratas quanto a responsividade ao desafio imunológico com LPS, envolvendo 

respostas termoregulatórias, hormonais e comportamentais. 

 

 

3.1.1  Objetivos Específicos 

 

 

- Avaliar o efeito do LPS no comportamento doentio de ratas gestantes, observando para 

isso comportamento semelhante à anedonia, alterações nos parâmetros exploratórios/locomotores; 

déficits em interações sociais, além de verificar um possível estado anoréxico dos animais 

submetidos à endotoxemia;  

- Avaliar o efeito da administração de LPS sobre a temperatura corpórea de animais 

prenhes; 

- Avaliar a interferência dos dias de gestação sobre a ativação do eixo HPA em resposta a 

endotoxemia e sobre a dosagem de citocinas plasmáticas; 

- Quantificar o número de neurônios reativos à proteína c-fos em diversas áreas 

relacionadas à resposta ao estresse no encéfalo de ratas prenhes submetidas ao tratamento com 

LPS. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

Para a execução do trabalho e cumprimento dos objetivos anteriormente estabelecidos, 

foram utilizados métodos descritos a seguir. 

 

  4.1 ANIMAIS 

 

 

Foram utilizadas 544 ratas virgens da linhagem Wistar, com idades entre 8 e 12 semanas, 

mantidas sob regime ad-libidum de água e ração comercial. Os animais foram alojados no biotério 

do Laboratório de Fisiologia Translacional da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG). 

Além do número de animais anteriormente citado, foram utilizados também 20 ratos machos 

pertencentes à linhagem Wistar para realização do acasalamento dos animais. Todos os animais 

foram provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Alfenas-MG e concedidos por 

meio da aprovação do Comitê de Ética e Uso Animal da UNIFAL-MG (Protocolo 644/2015). 

 Os animais estiveram sujeitos a regime de claro/escuro de 12 horas, sendo que a 

temperatura do biotério onde estiveram alojados ficaram sobre estrito controle (22ºC ±2º).    

As fêmeas virgens foram colocadas para acasalamento com machos adultos, férteis e 

pertencentes à mesma linhagem, obedecendo à proporção de 3 fêmeas para cada macho, ao final 

de cada tarde. Na manhã seguinte ao acasalamento, foi realizada a verificação da existência da 

presença de espermatozoides no lavado vaginal da fêmea observado através de um microscópio 

óptico OLYMPUS modelo CX31RBSFA. 

Após a verificação da presença de espermatozoides foi considerada esta manhã como sendo 

o dia de gestação zero (0 ddg) ou zero dia gestacional (0 DG). 

 

 

4.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS 
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As fêmeas prenhes foram divididas em 2 grupos experimentais (Controle e LPS) que foram 

testados em diferentes dias gestacionais: 6º DG, 9º DG, 12º DG, 15º DG, 18º DG e 20º DG.  

 Cumpre-se ressaltar que para a execução de determinados testes a fim de averiguar o 

comportamento dos animais, foi utilizado, para isso, 2 grupos experimentais adicionais (controle 

e LPS) de ratas não prenhes, na fase diestro do ciclo estral.  

 

 

4.3 TRATAMENTO COM LPS 

 

 

 Os animais experimentais, na manhã do dia de gestação nos quais foram especificamente 

testados, foram pesados usando-se para isso uma balança de precisão (SHIMADZU modelo 

UX4200H). Após a averiguação do peso do animal gestante, o mesmo recebeu uma única injeção 

intraperitoneal contendo lipopolissacarídeo de E. coli de sorotipo 026:B6 adquirido a partir da 

Sigma Aldrich dissolvido em salina estéril (NaCl 0,9%) na dosagem de 200 µg/kg do animal. Os 

animais pertencentes ao grupo controle, por sua vez, receberam, de modo similar, uma única 

injeção na região intraperitoneal contendo salina estéril (NaCl 0,9% na dose de 1 ml/Kg), o qual 

foi o veículo diluente do LPS. É salutar informar que os tratamentos ocorreram entre o período das 

7:00 até as 9:00 horas impreterivelmente. 

A escolha da dose de 200 µg/kg foi adotada com base em estudos anteriores conduzidos 

por nosso grupo de pesquisa, sendo observado alterações comportamentais significativas 

(CABRAL, 2016; ROJAS, 2019, VIEIRA, 2017, SILVA, 2015) sem prejuízos demasiados no 

processo gestacional (FONSECA, 2015; ZAVAN, 2011).  

 

 

4.4 ANÁLISE COMPORTAMENTAL 

 

 

Após 2 horas da aplicação das injeções, os animais foram submetidos a testes 

comportamentais a fim de verificar alterações comportamentais mediante à comparação com os 

animais do grupo controle, medindo-se para isso parâmetros semelhantes à ansiedade, déficits 
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exploratórios/locomotores e alterações na preferência à sacarose, além de observar alterações 

quanto à sociabilidade e consumo alimentar.  

Os testes de comportamento foram gravados utilizando-se uma câmera de vídeo 

previamente instalada na sala de comportamento animal destinada exclusivamente à ratos fêmeas 

do Laboratório de Fisiologia Translacional na UNIFAL-MG. A fim de evitar que parâmetros 

externos influenciassem nos resultados, os testes comportamentais foram realizados em ambiente 

próprio, com luminosidade e temperatura adequadas, objetivando que não houvesse geração de 

estresse e interferências aos animais experimentais. Os pesquisadores que manipularam os animais 

estavam cientes da correta conduta para não influenciar de modo significativo no comportamento 

dos animais, uma vez que estes são sensíveis ao manuseio, além de serem pesquisadores treinados 

e capacitados para o correto manuseio do animal. Estes ambientes estavam isentos de influência 

de cheiro, atividade sonora e interferência de outros pesquisadores, constituindo em um ambiente 

próprio para a realização dos testes comportamentais. 

 

 

4.4.1 Análise da locomoção 

 

 

A fim de proceder à análise de parâmetros relacionados a locomoção e exploração foi 

utilizado o teste de campo aberto. 

 

 

- Teste do campo aberto 

 

 

O aparato de campo aberto é constituído por um círculo de acrílico de 60 cm de diâmetro, 

com paredes de 50 cm de altura. O fundo desta arena é marcado por 4 círculos concêntricos, 

cortados por 2 retas dividindo a arena em 12 quadrantes. O teste foi realizado introduzindo o 

animal no centro da arena de experimentação, deixando que o mesmo explorasse o campo 

livremente por um período de 5 minutos, de maneira similar à trabalhos anteriores (VIEIRA, 2017; 

HALL, 1934; FONSECA, 2015). Durante a realização do teste, não foi permitida a presença do 
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pesquisador no recinto, precavendo-se a fim de que não houvesse geração de estresse para os 

animais.  

Durante a análise do vídeo, o comportamento do animal foi averiguado, medindo-se o 

tempo imóvel e também a distância percorrida pelo animal. Para tanto, a análise do vídeo 

comportamental foi realizada empregando-se o software Ethovision versão 10.0 instalado 

previamente em um computador equipado com Windows 7 e capaz de executar as análises 

comportamentais. Entre a exposição de um rato e outro foi necessário a limpeza do chão da arena 

com álcool na concentração de 5% secando bem e deixando circular um pouco de ar. 

 

 

                          Figura 4. Aparato para execução do teste do campo aberto 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: do autor 
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4.4.2. Análise da ingestão alimentar 

 

 

A análise do padrão de ingestão alimentar dos animais experimentais foi realizada na 

própria caixa moradia, de maneira similar à conduzida por Cabral (2016). Na manhã da realização 

do teste foram conduzidos os tratamentos com aplicação de salina ou LPS. Nesse instante, a 

comida foi retirada dos animais permitindo um jejum de 2 horas. Obedecido esse tempo, os animais 

foram imediatamente submetidos ao teste do campo aberto. Logo em seguida, os animais voltaram 

para suas caixas e a comida foi reapresentada aos mesmos. A ração, em pellets, foi inicialmente 

pesada. Posteriormente, a ração foi novamente pesada 2, 4, 6 e 24 horas após a reintrodução 

alimentar. Foi calculada a diferença do peso da ração oferecida no início do teste e o peso do 

alimento nos horários supracitados, sendo normalizada de acordo com o peso do animal.  

 Para estudo da variação do peso corporal, o animal foi pesado antes e ao final do tratamento 

(24 horas após a reintrodução alimentar).  

 

4.4.3 Análise da anedonia 

 

Com a finalidade de investigar a possível anedonia em animais submetidos ao tratamento 

com LPS em diversos dias da gestação foi realizado o teste de preferência à sacarose.  

 

 

- Teste de preferência à sacarose 

 

 

Foi utilizado o teste de preferência à sacarose de maneira semelhante à descrita por Soncini 

e colaboradores (2012).  

Para tanto, os animais foram submetidos a um período de 5 dias de treinamento expondo-

os a uma solução de sacarose a 10%, durante um período de 2 horas por dia. Durante o período de 

treinamento, os animais puderam ter livre acesso a água e comida. Após o período de treino, os 

animais foram testados. No dia de gestação específico de cada grupo, os animais tiveram acesso à 
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solução de sacarose e água pesados previamente, sendo que ao término do prazo de 2 horas os 

volumes ingeridos de água e sacarose foram verificados medindo a diferença de peso das duas 

garrafas (LI et al, 2012).   

A preferência à sacarose (PS) foi determinada usando a seguinte equação:  

 

𝑃𝑆 =
𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑑𝑒 𝑠𝑎𝑐𝑎𝑟𝑜𝑠𝑒 𝑖𝑛𝑔𝑒𝑟𝑖𝑑𝑜 (𝑚𝐿)

𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙(𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑑𝑒 á𝑔𝑢𝑎 + 𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑑𝑒 𝑠𝑎𝑐𝑎𝑟𝑜𝑠𝑒 𝑖𝑛𝑔𝑒𝑟𝑖𝑑𝑜)
× 100 

 

 

4.4.4 Teste de interação social  

 

 

O teste de interação social consistiu no confronto entre o animal testado (animal residente) 

e um indivíduo da mesma espécie que tivesse, porém, idade e peso inferior – 100g a menos – 

(animal intruso). Para tanto, os animais foram colocados na arena de campo aberto e a interação 

entre residente e intruso foi registrada por uma câmera filmadora, durante 5 minutos. Para evitar 

que o comportamento exploratório atrapalhasse a exibição do comportamento de interação social, 

o animal residente foi ambientado à arena do campo aberto por 2 dias consecutivos, anteriores do 

dia do teste, por um período de 15 minutos. 

No dia do teste, a exibição de comportamentos tais como: a exploração anogenital do 

intruso, o comportamento apresentado pelo animal residente em seguir o animal intruso e ainda o 

comportamento de monta (colocar as patas dianteira sobre o intruso) foram considerados como 

comportamentos de interação social e o tempo despendido em cada parâmetro comportamental foi 

mensurado. Os vídeos foram analisados e o tempo total de interação entre residente e intruso foi 

contabilizado (DER-AVAKIAN & MARKOU, 2014). 
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Figura 5. Aparato utilizado para a execução do teste de Interação Social 

 

 

 

4.5 ANÁLISE DA TEMPERATURA CORPORAL 

 

 

 Com o objetivo de averiguar interferências a partir do tratamento com LPS na temperatura 

corpórea dos animais, usou-se um transmissor de biotelemetria implantado na cavidade peritoneal 

nos animais. Para tanto, os animais foram submetidos a uma cirurgia a fim da introdução do 

transmissor. Com um prazo de 72 horas antes da aplicação do LPS, os animais foram devidamente 

anestesiados, seguindo rigidamente recomendações do Comitê de Ética da referida Universidade, 

através do uso de 2,2,2 tribromoetanol (TBE, i.p.; Sigma Aldrich, Brasil) na dose de 250 mg/kg. 

Em seguida, teve-se acesso à cavidade peritoneal por meio de laparotomia de 2cm no ventre dos 

animais. O transmissor (série 4000 E-Mitter; Mini Mitter, Bend, OR), devidamente limpo, foi 

implantado, seguido por sutura com dois pontos internos feitos no tecido muscular juntamente com 

dois pontos externos realizados no tecido epitelial (CRUNFLI; VILELA. GIUSTI-PAIVA, 2014). 

Imediatmente após o procedimento cirúrgico, foi administrado antibiótico ao animal (Pentabiótico; 

Fort Dodge, Brasil). Após a recuperação completa da anestesia, com exposição à temperatura de 

Fonte: do autor 
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32°C, os animais foram isolados em gaiolas individuais com livre acesso à água e comida 

(CLEMENT; MILLS; BROCKWAY, 1989).  

No dia de gestação que os animais foram testados (12ºDG ou 20ºDG) colocou-os 

individualmente sobre uma placa receptora telemétrico (Data Science) acoplado a um computador 

capaz de receber, transformar e armazenar os dados referentes à temperatura dos mesmos. Cumpre-

se ressaltar que os transmissores implantados transmitiram minuto a minuto, para a placa receptora, 

informações referentes à temperatura interna do animal. O registro referente à temperatura interna 

dos animais foi realizado por um período inicial de 40 minutos (tempo necessário para coleta da 

temperatura basal), sendo que após esse tempo foi injetado intraperitonealmente as drogas em 

questão (salina nos animais pertencentes ao grupo controle e LPS nos animais teste). A obtenção 

de tal registro é fundamental para verificar a temperatura basal dos animais. Após a injeção, a 

temperatura dos animais foi mensurada por um período de 8 horas (CRUNFLI; VILELA. GIUSTI-

PAIVA, 2014) e repassadas para o software (Vital View, Mini Mitter), que armazenou os dados. 

Para determinação da temperatura basal calculou-se a média das temperaturas aferidas 30 minutos 

antes da primeira administração e a diferença entre a temperatura basal média e a temperatura 

obtida a cada intervalo foi calculada para obtenção da variação de temperatura (delta) (SILVA; 

GIUSTI-PAIVA, 2015). 

 

 

4.6 EUTANÁSIA DOS ANIMAIS, PERFUSÃO E C-FOS 

 

 

Os animais prenhes dos dias 12 DG e 20DG, transcorridas 2 horas da aplicação das drogas, 

foram anestesidados com 2,2,2 tribromoetanol (250 mg/kg) e foram perfundidos, via punção 

intracardíaca, com solução contendo salina heparinizada seguida de solução de paraformaldeído 

4% à 4ºC. Os cérebros foram removidos, mergulhados em solução fixadora por 4 horas e em 

seguida colocados em solução de sacarose 30% em tampão fosfato 0,01M a 4ºC. Posteriormente, 

os cérebros foram seccionados através de criostato na espessura de 30 μm.  

 Em seguida, os cortes foram submetidos à reação de bloqueio da peroxidase endógena 

usando-se para isso solução de H2O2 a 1% e bloqueio também das ligações inespecíficas com o 

uso de albumina bovina sérica (5%).  Posteriormente, os cortes foram incubados em temperatura 
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ambiente durante 16 à 18 horas com anticorpo anti-fos primários policlonais (SANTA CRUZ, 

diluição 1:4000). A seguir, os cortes foram então incubados com o anticorpo secundário biotinilado 

(Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, EUA) na diluição de 1:200. A coloração foi obtida 

por meio do complexo avidina-biotina-peroxidase (Vector), empregando diaminobenzidina 

(DAB) com níquel e cobalto como cromógenos. O produto teve coloração violeta escuro-preto ao 

núcleo. A montagem dos cortes histológicos foi processada utilizando-se Gelatina de Albrecht 

(1,5% gelatina/álcool 80%), secados a temperatura ambiente, desidratado com xilol e cobertos com 

o meio de montagem (Entellan, Merck, Alemanha). 

A análise microscópica foi realizada através de um microscópio óptico (Nikon H55L) 

acoplado a uma câmera digital Nikon DS-Ri1 e devidamente documentadas através de um sistema 

de captura de imagem acoplado ao microscópio (NIS Element Advanced Research). A 

determinação do número de neurônios imunorreativos a proteína c-fos foi mensurada em áreas 

específicas relacionadas com o comportamento de locomoção, febre e ingestão alimentar, como 

nos núcleos paraventricular (PVN, do inglês paraventricular nucleus; 1.30 mm posterior ao 

bregma), supraótico (SON, do inglês supraoptic nucleus; 1.30 mm posterior ao bregma), núcleo 

do leito da estria terminal (BNST do inglês bed nucleus of the stria terminalis; 0.20 mm anterior 

ao bregma) e área pré-ótica medial (MPOA, do inglês preoptic área; 0.30 mm anterior ao bregma), 

área septal lateral (LS do inglês lateral septal; 0.72 mm anterior ao bregma) e córtex piriforme 

(CPx; 0.12 mm anterior ao bregma) (VILELA; GIUSTI-PAIVA, 2014; PAXINOS; WATSON, 

2007). Uma área pontilhada para cada área a ser contada foi reproduzida baseada nas coordenadas 

deferidas pelo atlas de cérebro de ratos, sendo que assim foi projetada uma delimitação para cada 

imagem da seção a ser contada (PAXINOS; WATSON, 2007). A contagem foi realizada 

unilateralmente em uma seção por animal, e o limiar de coloração positiva foi estabelecido 

individualmente por dois participantes diferentes que estavam cegos para as condições 

experimentais.  

 

 

4.7 DOSAGEM DE CITOCINAS  

 

 



51 

 

Os animais prenhes pertencentes ao 12º DG e ao 20º DG, após 2 horas de tratamento (salina 

ou LPS) tiveram o sangue coletado por meio de decapitação pelo tronco encefálico em tubos 

haparinizados. O sangue coletado foi então centrifugado à 3500 rpm durante 15 minutos a 4°C 

para separação e coleta do plasma que foi armazenado a -80°C até o dia da dosagem. As 

concentrações plasmáticas das citocinas (IL-1β, IL-6 e TNF-α) foram mensuradas através de 

ensaios enzimáticos (ELISA - Enzyme Linked Immunosorbent Assay) usando kits comerciais 

(Peprotech, EUA), seguindo as recomendações do fabricante. Microplacas com 96 poços (High 

binding, Costar, EUA) foram previamente sensibilizadas com anticorpos monoclonais de captura 

e posteriormente tiveram os sítios inespecíficos bloqueados usando, para isso, solução de albumina 

bovina. Após lavagem, as amostras de plasma ou padrões foram incubados. Posteriormente, após 

as lavagens, foi adicionado anticorpo de detecção, seguida de incubação com solução de avidina-

peroxidase e posterior adição da solução cromogênica para leituras das reações colorimétricas que 

foram realizadas a 405nm em leitor de microplacas (Synergy H1, BioTek). Posteriormente, a partir 

da obtenção da curva padrão, foram calculadas as concentrações plasmáticas de citocinas das 

amostras.  

 

 

4.8 DOSAGEM DE CORTICOSTERONA 

 

 

A fim de se examinar a ativação do eixo HPA após tratamento com LPS, foi dosada a 

corticosterona dos animais através da técnica de radioimunoensaio (RIE). Os animais foram 

decapitados e 5 mL de sangue foi coletado em tubos heparinizados. Imediatamente após a coleta, 

o sangue foi centrifugado a uma rotação de 3000 RPM à 4º C durante 15 minutos. O plasma obtido 

foi armazenado devidamente em freezer com temperatura de -80º C até o momento das dosagens 

hormonais.  

A corticosterona foi extraída de 25 µL de soro através do uso de 1 mL de etanol e, em 

seguida, foi liofilizada. As amostras então foram solubilizadas em tampão apropriado e ensaiadas 

em duplicatas juntamente com a realização de uma curva padrão. As replicatas foram então 

incubadas com anticorpo anti-corticosterona produzido em coelho e com corticosterona triciada 

[1,2-3(H)] (New England Nuclear).  A fim de proceder a separação da fração livre daquela fração 
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ligada foi utilizado uma solução contendo carvão dextran 0,5/0,05% por meio de centrifugação. O 

sobrenadante obtido foi lido em cintilador e as concentrações foram estimadas com base na curva 

padrão anteriormente obtida (ELIAS et al, 2004; ELIAS et al, 1997). 

4.9 WESTERN BLOT 

 

 

Para a quantificação de proteínas através da técnica de western blot foram utilizados 5 

animais de cada grupo experimental (controle ou LPS) pertencentes tanto ao 12º DG quanto 

também ao 20º DG. Após 2 horas de aplicação das respectivas drogas, os animais foram 

eutanasiados através de decapitação e os encéfalos foram expostos e coletados, em banho de gelo. 

Regiões encefálicas como córtex pré-frontal, hipotálamo e hipocampo foram coletadas. 

Inicialmente, tais regiões foram congeladas utilizando-se para isso nitrogênio líquido (- 86ºC) e 

armazenadas em biofreezer (-80ºC) até o momento em que as análises foram realizadas. Para o 

procedimento das análises, as regiões foram descongeladas em geladeira (4ºC) e em seguida as 

amostras foram homogeneizadas em um tampão de lise juntamente com um coquetel de inibidor 

de protease (Sigma-Aldrich, St Louis, MO). Em seguida, as amostras foram centrifugadas (9200 

RPM, 15 minutos, 4ºC) Posteriormente, foi calculada a quantidade de proteína presente em cada 

amostra por meio do teste reagente de Bradford (Sigma Aldrich) utilizando a técnica de ELISA 

para a mensuração da quantidade proteica. As amostras contendo o tampão de lise somadas ao 

Laemmli foram fervidas a uma temperatura de 100ºC e submetidas a análise de Western bloting. 

As proteínas foram separadas por meio de um gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de sódio 

(SDS-PAGE a 12%) por meio da técnica de eletroforese durante 150 minutos e posteriormente 

transferidas para membrana de PVDF por meio de um sistema semiseco (Bio-Rad Laboratories), 

Hercules, CA).  

A membrana, então, foi lavada por 3 vezes, em PBS contendo 0,05% de Tween 20. Em 

seguida, a mesma membrana foi bloqueada utilizando-se para isso solução de 5% de leite 

desnatado em PBS durante 2 horas em temperatura ambiente. A fim de evitar ligações 

inespecíficas. A incubação primária foi utilizada usando-se um anticorpo anti GFAP (1:1000; 

Santa Cruz, 33673) ou anti IBA-1 (1:500; AbCam) overnight a 4ºC. No dia seguinte, a membrana 

foi lavada por 3 vezes com solução de PBS 0,1M com 0,05% de Tween 20. A incubação secundária 
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foi realizada com anticorpo anti-rabbit (1:4000, Goat Anti-Rabbit IgG H&L (HRP), ab6721, 

Abcam, Cambridge, Reino Unido).  

Após o período de incubação com o anticorpo secundário, as membranas foram lavadas 3 

vezes com solução de PBS 0,1M e Tween 20 a 0,05%. As membranas foram submetidas a um kit 

de detecção comercial durante aproximadamente 1 à 2 minutos (kit de deteco ECL, Bio-Rad, 

Hercules, CA). As membranas foram, então, escaneadas através de um equipamento de captura de 

imagens (ChemiDoc XRS), capturando as imagens das membranas por quimiluminescência e 

analisadas, em relação a intensidade de cada banda expressa, empregando-se um software 

específico e próprio (ImageLab versão 6.0.1) proveniente da Bio-Rad Laboratories, Inc. 

Posteriormente, estas mesmas membranas foram submetidas ao processo de stripping seguido do 

bloqueio em 5% de leite desnatado em PBS durante 2 h. a temperatura ambiente Terminado o 

tempo de bloqueio, as membranas foram lavadas e procedeu a incubação em período overnight 

com anticorpo anti-actina (1:5000, Sigma Aldrich 4700).  

No dia seguinte, após as lavagens, as membranas foram incubadas com anticorpo 

secundário para β-actina (1:2000, Abcam- ab 6789). Após a incubação, procedeu-se as lavagens e 

utilizou-se um kit de detecção comercial durante aproximadamente 1 à 2 minutos (kit de deteco 

ECL, Bio-Rad, Hercules, CA) para marcação das bandas. As imagens foram então obtidas por 

meio de um sistema de quimiluminescência (Chemidoc, Bio- Rad, Hercules, CA) e as intensidades 

de banda foram quantificadas utilizando um software específico da Bio-Rad. 

 

 

4.10  ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 

Os resultados obtidos no presente estudo foram expressos em média ± erro padrão da média 

(EPM). Os dados oriundos dos testes comportamentais foram analisados através do emprego do 

teste estatístico ANOVA two-way considerando dois fatores sendo que um deles foi o tratamento 

com LPS e o outro fator foi dia de gestação em que o animal foi submetido aos testes. A análise 

estatística foi continuada empregando-se o pós-teste de Tukey. Já os dados obtidos através da 

telemetria foram analisados através da realização da área sob a curva calculando-se o delta da 

temperatura no intervalo de 3 à 8 horas. Já os dados oriundos da dosagem hormonal juntamente 
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foram analisados através do emprego do teste t de Student’s analisando o grupo controle e o grupo 

tratado com LPS e também foram analisados por meio do uso da ANOVA two-way no qual um 

fator foi o tratamento com LPS ou salina e outro fator foi o dia de gestação. Neste caso, também 

empregou-se como pós-teste o teste de Tukey. Para todos os testes, assumiu como fato de 

significância como sendo p < 0.05.  
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5 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS 

 

 

Com finalidade de expor o desenho experimental que foi utilizado no presente estudo de 

modo sistemático, apresenta-se, nesse trecho, os protocolos experimentais usados: 

 

5.1 AVALIAÇÃO COMPORTAMENTAL EM PARÂMETROS RELACIONADOS À 

LOCOMOÇÃO/EXPLORAÇÃO, INGESTÃO ALIMENTAR, INTERAÇÃO SOCIAL E 

ANEDONIA 

 

Os animais (n=12-15) foram testados em diferentes dias de gestação sendo divididos em 2 

grupos: controle e tratado com LPS. No grupo controle foi administrado via IP salina 0,9% 

enquanto que o grupo tratado recebeu uma única injeção intraperitoneal de LPS 200µg/Kg. Após 

2 horas da aplicação, os animais foram submetidos ao teste do campo aberto.  

 

 

- Teste do campo aberto 

 

 

Os animais foram habituados na noite anterior à sala de experimentos comportamentais do 

laboratório de Fisiologia Translacional. Na manhã da realização do teste, após duas horas da 

aplicação das drogas (salina ou LPS), os animais foram introduzidos no aparato de campo aberto.  

No momento de realização do teste, os animais foram introduzidos no centro do aparato e filmados 

por 5 minutos.  

 

 

- Teste de ingestão alimentar 

 

No momento da aplicação das drogas, a oferta alimentar foi suspensa por um período de 2 

horas. Após esse momento, a comida foi reintroduzida sendo inicialmente pesada. A ração foi 

pesada 2, 4, 6 e 24 horas após a reintrodução alimentar.  
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- Teste de interação social 

 

Outro grupo de animais prenhes (n = 8-10) foram divididos de forma aleatória em controle 

(no qual recebeu injeção IP de salina) e LPS (os quais receberam injeções IP de LPS 200 µg/Kg). 

Após serem habituados ao aparato de interação social e pernoitados na sala de comportamento, os 

animais, em diferentes períodos da gestação, foram introduzidos ao aparato junto com um animal 

intruso, sendo este uma fêmea na fase diestro do ciclo estral. O teste teve duração de 10 minutos e 

foi gravado através de um sistema de câmeras. Posteriormente, o vídeo foi analisado e os 

comportamentos de interação social foram mensurados   

 

 

- Teste de preferência à sacarose 

 

 

Os mesmos animais que foram submetidos ao teste de interação social foram expostos 

também, no mesmo dia gestacional, ao teste de preferência à sacarose, sendo que os animais (n=8-

10) foram divididos aleatoriamente em dois grupos distintos: controle e tratado com LPS. 

Os animais de ambos os grupos foram expostos à etapa de treinamento durante 5 dias, 

quando foi oferecido aos animais solução de sacarose 10%. No dia específico de gestação em que 

os animais foram testados (6º DG, 9º DG, 12ºDG, 15ºDG, 18ºDG ou 20º DG), após 2 horas da 

aplicação das injeções e imediatamente após a realização do teste de interação social, os animais 

foram expostos de forma irrestrita à água, comida e solução de sacarose 10% durante 2 horas. As 

garrafas de água e sacarose foram pesadas no início e no final do teste averiguando-se a diferença 

de peso entre elas. Ao final do experimento, foi mensurado à preferência do animal à água ou à 

sacarose.   

 

 

5.2 EUTANÁSIA DOS ANIMAIS, PERFUSÃO E IMUNOHISTOQUÍMICA  
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Outro conjunto de animais, os quais, por sua vez, não foram submetidos a testes 

comportamentais, foram eutanasiados. Para tanto, usou-se o método de perfusão e os animais 

tiveram seus cérebros coletados a fim da realização da imunohistoquímica para c-fos.  

O grande objetivo da realização da imunomarcação para c-fos foi a identificação de áreas 

cerebrais que possam estar ativadas ou inibidas ao longo da gestação devido ao desafio 

imunológico com LPS.  

 

 

5.3 ANÁLISE DA TEMPERATURA  

 

 

Este protocolo experimental teve o objetivo de verificar a termorregulação das fêmeas 

prenhes em comportamento doentio. Cerca de 72 horas antes do dia de gestação no qual os animais 

(n =10-12) foram testados (12 DG ou 20DG), o transmissor foi implantado na cavidade abdominal. 

No dia do teste, cerca de 40 minutos antes da injeção, seja com veículo ou com LPS 200µg/Kg, a 

temperatura basal foi aferida. Respeitado esse período de tempo, os animais receberam as drogas 

utilizadas e a temperatura foi mensurada posteriormente por um período de 8 horas.  

 

 

5.4 DOSAGEM DE CORTICOSTERONA E CITOCINAS 

 

 

Outro grupo formado por 10 animais controle e outros 10 tratados com LPS foram 

submetidos a dosagens de corticosterona através da técnica de radioimunoensaio e dosagens de 

citocinas plasmáticas (IL-1β, IL-6 e TNF-α). Para tanto, os animais prenhes no 12º dia de gestação 

e também no 20º dia de gestação foram injetados com as respectivas drogas e decorrido o período 

de 2 horas da aplicação das mesmas os animais foram então decapitados e deu-se prosseguimento 

à análise tal como elucidado anteriormente.  
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6 RESULTADOS  

 

 

Na manhã seguinte ao acasalamento, procedeu a verificação da presença de espermatozoides 

no lavado vaginal das fêmeas. Através da técnica de lavado vaginal, foi possível identificar animais 

que se encontraram em diferentes fases no ciclo estral: estro, diestro, metaestro e proestro. Aquelas 

ratas que se encontraram no período estro do ciclo estral e que continham espermatozoides em seu 

lavado foram separadas e identificadas como prenhes. O dia da constatação da presença de 

espermatozoides no lavado vaginal foi chamado de dia gestacional zero (0DG).  

A Figura 6 evidencia a presença de espermatozoides no lavado vaginal das ratas envolvidas no 

presente estudo. 

Figura 6 – Presença de espermatozoides no lavado vaginal de ratas no fase estro do ciclo estral 

 

 Após a constatação da prenhez, as ratas foram submetidas ao tratamento com salina (NaCl 

0,9%) ou LPS em diferentes dias de gestação e avaliadas em diferentes testes comportamentais a 

fim de verificar à resposta frente ao desafio imunológico. Os resultados obtidos após a execução 

dos testes estão expostos a seguir. 

 

 

Fonte: do autor 
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6.1 ANÁLISE DO TESTE DO CAMPO ABERTO  

 

 

A Figura 7 expressa os resultados obtidos com os animais submetidos ao Teste do Campo 

Aberto nos dias 6 DG, 9 DG, 12 DG, 15 DG, 18 DG e 20 DG. 
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Figura 7 Gráfico referente à exposição dos animais no campo aberto após 2 horas do LPS  

 

 

Fonte: do autor 

Nota: Dados referente a análise do teste do campo aberto em animais prenhes após 2 horas de 

administração das drogas (salina ou LPS). Dados apresentados com média ± erro padrão da média 

(EPM). A-Distância total percorrida (cm) B- Tempo imóvel (segundos) (*) refere-se a diferença 

significativa do ponto de vista estatístico, sendo p≤0.05 comparando-se ao respectivo grupo 

controle (salina); (**) refere-se a diferença com nível de significância onde p≤0.01 e (****) onde 

p< 0.0001 sempre comparados com o respectivo grupo controle. N= 11-20 
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Tabela 1-  Análise de variância de duas vias sobre a distância total percorrida no teste do campo aberto. 

 

O LPS foi capaz de diminuir a distância total percorrida no 6ºDG (p= 0,0031), e também 

nos dias 12DG (p<0,0001) e 15DG (p=0,05).  Nota-se que a endotoxemia aumentou o tempo 

imóvel nos animais prenhes no 9DG (p = 0,0272), no 12DG (p <0,0001) e também no 15DG 

(p=0,0049), conforme demonstrado na Tabela 2. Desse modo, infere-se que o LPS alterou de 

maneira significativa a capacidade exploratória/locomotora dos animais prenhes, sobretudo no 

12DG, não sendo observadas alterações nos períodos finais da gestação. 

 

Tabela 2-  Análise de variância de duas vias sobre o tempo imóvel de animais prenhes no teste do campo aberto após 

2 horas de aplicação do LPS. 

 Tratamento Dias de gestação Interação 

Tempo 

Imóvel  

F(1,156)=46,8; P<0,0001 F(5,156)=5,28; P=0,0002 F(5,156)=3,05; P=0,0118 

 

 

 

6.2 ANÁLISE DA INGESTÃO ALIMENTAR 

 

 

 Os dados referentes a análise da ingestão alimentar estão expressos na Figura 8.  

Nota-se que no 15ºDG há uma redução na ingestão alimentar nos animais prenhes que 

receberam LPS no tempo de 6 horas, quando comparados ao seu respectivo grupo controle (p = 

0,0183), além de observar também uma redução no tempo de 24 horas (p <0,0001). 

 

 

 Tratamento Dias de gestação Interação 

Distância 

percorrida 

F(1,150)=48,8; P<0,0001 F(5,150)=9,08; P<0,0001 F(5,150)=2,64; P=0,0253 

Fonte: do autor 

 

 

Fonte: do autor 
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Figura 8– Efeito do LPS na ingestão alimentar ao longo de 24 horas em diferentes dias de gestação 

 

Foi observado que em todos os dias de gestação, exceto no 20º DG, há uma redução na 

ingestão alimentar dos animais que receberam LPS na dose de 200 µg/Kg no tempo de 24 horas 

quando comparado o grupo controle (p <0,0001). 

Para verificar as diferenças em relação à ingestão alimentar especificamente no tempo de 

24 horas após a aplicação do LPS procedeu-se a execução do teste do ANOVA two-way, 

considerando o tratamento e o dia de gestação como fatores de análise. Os resultados estão 

demonstrados na Figura 9. 

 

 

 

 

 

 

Fonte: do autor 

Nota: Dados referentes à análise da ingestão alimentar em 2, 4, 6 e 24 horas após o desafio imunológico. Dados       

apresentados com média ± erro padrão da média (EPM). A- Tratamento realizado no 6ºDG B- 9ºDG C- 12ºDG D- 

15ºDG E-18ºDG F- 20ºDG. (**) refere-se a diferença com nível de significância onde p≤0.01 e (****) onde p< 0.0001 

sempre comparados com o respectivo grupo controle. N = 14-20 
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 Figura 9 – Efeito do LPS na ingestão alimentar 24 horas após a endotoxemia em diferentes dias 

de gestação 

 

 Observamos uma redução da ingestão de alimentos em todos os dias analisados, exceto no 

20º DG, quando comparado aos respectivos grupos controle, após a administração do LPS em 

animais prenhes.  

Nota-se ainda que a maior redução na ingestão alimentar após 24 horas de aplicação do 

LPS ocorreu no 12º DG, sendo o dia com maior resposta à ação do LPS na indução da anorexia. 

Pode-se, portanto, diante dos resultados obtidos, afirmar que o LPS provoca anorexia em 

até 24 horas após sua aplicação, evidência do comportamento doentio, em todos os dias de gestação 

analisados, exceto no 20º DG. 

 

 

Fonte: do autor 

Nota: Dados referente ao delta da ingestão alimentar após 24 horas de administração das drogas (salina 

ou LPS). Dados apresentados com média ± erro padrão da média (EPM). (*) refere-se a diferença 

significativa do ponto de vista estatístico, sendo p≤0.05 comparando-se ao respectivo grupo grupo 

controle (salina); (**) refere-se a diferença com nível de significância onde p≤0.01 e (****) onde 

p< 0.0001 sempre comparados com o respectivo grupo controle. N= 14-20 
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Tabela 3- Análise de variância de duas vias sobre o delta da ingestão alimentar em 24 horas de animais prenhes 

submetidos ao tratamento com salina ou LPS em diversos dias de gestação 

 Tratamento Dias de gestação Interação 

Delta da ingestão 

alimentar  

F(1,161)=132,1; P<0,0001 F(5,161)=1,96; P=0,0865 F(5,161)=5,60; P<0,0001 

 

 

Ademais, os dados obtidos após execução do pós-teste de Tukey, adotando como 

significância p ≤0 .05 encontram-se dispostos na tabela abaixo. 

 

 Tabela 4- Análise do teste de múltiplas comparações de Tukey’s entre os animais tratados com salina ou LPS em 

diversos dias ao longo da gestação verificando o delta da ingestão alimentar  

 

6.3 ANÁLISE DA INTERAÇÃO SOCIAL 

 

 Nosso estudo verificou também a interferência do LPS (200 µg/Kg) na interação social dos 

animais prenhes, 2 horas após a aplicação das drogas, em diferentes dias de gestação. Os dados 

estão expressos na Figura 10, logo abaixo. 

 

 Média ± Desvio padrão Valor de p 

6º DG Controle vs 6º DG LPS 19,27± 5,092 vs 11,41± 6,962 p = 0,0119 

9º DG Controle vs 9ºDG LPS 20,77± 7,697 vs  8,467 ±10,34 p = 0,0035 

12º Controle vs 9º DG LPS 22,75± 4,634 vs 4,903± 4,936 p <0,0001 

15º DG Controle vs 15º DG LPS 25,39± 3,462 vs 8,466± 7,638 p <0,0001 

18 DG Controle vs 15º DG LPS 24,78± 5,816 vs 9,114± 8,646 p <0,0001 

20º DG Controle vs 20º LPS 19,81± 6,642 vs 17,7± 7,646 p = 0,9997 

Fonte: do autor 

 

 

Fonte: do autor 

Nota: Valores expressos como média ± Desvio Padrão 
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Figura 10 – Efeito do LPS após 2 horas de sua aplicação na interação social de animais prenhes ao 

longo da gestação 

 

 

Ao executarmos as análises estatísticas, nota-se que o LPS foi capaz de reduzir a interação 

social em animais prenhes apenas no 12º DG (p = 0,0041), não sendo encontrada diferença 

estatísticas nos demais dias analisados, ressaltando que a mensuração da sociabilidade foi 

executada 2 horas após a administração do LPS ou salina nos animais prenhes. Desse modo, 

afirma-se que o 12º DG é o ponto de maior resposta ao LPS na questão de sociabilidade. As demais 

informações à respeito dos dados obtidos por meio da realização do teste de interação social 

encontram-se descritos na tabela abaixo. 

 

 

 

 

Fonte: do autor 

Nota: Tempo total de interação social em animais prenhes de diversos dias de gestação submetidos ao 

desafio imunológico com LPS. Dados apresentados com média ± erro padrão da média (EPM). 

(**) refere-se a diferença com nível de significância onde p≤0.01 comparado ao respectivo grupo 

controle. N = 8-12 
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Tabela 5- Análise da variância de duas vias dos grupos controle e LPS em vários dias de gestação submetidos ao teste 

de interação social 

 

 Tratamento Dias de gestação Interação 

Tempo total 

de interação 

F (1, 105) = 7,17; P=0,0086  F (5, 105) = 3,653; P=0,0044  F (5, 105) = 2,82; P=0,0197 

 

 

6.4 ANÁLISE DA PREFERÊNCIA À SACAROSE 

 

 

Em relação ao teste de preferência à sacarose, os resultados obtidos encontram-se dispostos 

no Gráfico da Figura 11. Nota-se que o LPS administrado 2 horas anteriores à execução do teste 

foi capaz de diminuir a ingestão e a preferência pela sacarose nos dias 9DG (p = 0,0139), 12 DG 

(p= 0,0175) e 15DG (p= 0,0012). No entanto, devemos ressaltar que a inexistência de significância 

estatística no 6ºDG é um artefato estatístico encontrado ao se comparar todos os grupos pelo teste 

da ANOVA two-way seguido pelo pós-teste de Tukey’s, pois se, ao contrário, analisássemos 

somente o 6ºDG de forma isolada, executando um teste T de Student’s não pareado, 

encontraríamos um valor de p = 0,0084. No entanto, nosso objetivo é comparar os dias de gestação 

e também os grupos de maneira conjunta, a fim de verificar a influência dos dias gestacionais na 

obtenção da resposta comportamental frente ao desafio imunológico. Desse modo, procedemos a 

execução e análise do teste de variância de duas vias seguido pelo pós-teste de Tukey’s. Diante do 

maior número de comparações entre si, há uma perda de significância a fim de aumentar a 

confiabilidade do teste. No entanto, nos outros grupos, o LPS reduziu a preferência à sacarose, 

indiciando um quadro semelhante a anedonia, típico do comportamento doentio. No final da 

gestação, como observado nos dias 18 DG e 20DG não há diferença quando comparados os grupos 

controle e LPS no que tange à preferência à sacarose.  

 

 

 

 

Fonte: Do autor. 
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Figura 11 - Análise da preferência à sacarose de animais prenhes submetidos à endotoxemia por 

LPS (200 µg/Kg) em variados períodos da gestação. 
 

 

Tabela.6-  Análise da variância de duas vias dos grupos controle e LPS de animais prenhes em diferentes períodos da 

gestação submetidos ao teste de preferência à sacarose 

 

 Tratamento Dias de gestação Interação 

Preferência à 

sacarose 

F (1, 118) = 38,77; P<0,0001 F (5, 118) = 3,185; P=0,0098 F (5, 118) = 3,035; P=0,0130 

 

 

Destaca-se, ao proceder a execução do pós-teste de Tukey’s, que mais uma vez, o 12º DG 

apresenta diferença no parâmetro analisado, indicando um quadro de anedonia, componente 

clássico dos sintomas do comportamento doentio.  

Fonte: do autor 

Nota: Dados referentes aos valores obtidos no teste de preferência à sacarose. Dados apresentados com média ± erro 

padrão da média (EPM). (*) refere-se à diferença estatística onde p<0.05 e (**) p<0.01 quando comparados ao 

respectivo grupo controle. N= 12-18 

 

Fonte: Do autor. 
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6.5 ANÁLISE DA TEMPERATURA  

 

 

A partir dos dados obtidos pela realização dos testes comportamentais, podemos verificar 

que há dois pontos distintos que respondem de maneira diferente à endotoxemia na gestação: há 

um ponto de maior responsividade, no qual há um conjunto de manifestações do comportamento 

doentio sendo observado queda na capacidade exploratória e locomotora, diminuição da ingestão 

alimentar evidenciando um quadro de anorexia, queda na interação social além de apresentar 

diminuição na preferência à sacarose evidenciando um quadro de anedonia, sendo este o 12º DG. 

Há, ainda, um ponto no qual não há qualquer alteração provocada pela administração do LPS, 

ponto em que a resposta comportamental permanece similar aos animais controles, sendo que este 

ponto pode ser considerado de hiporresponsividade frente ao desafio imunológico, uma vez que 

não encontramos qualquer diferença nos testes comportamentais realizados; sendo este o 20º DG. 

Essa observação permitiu que pudéssemos avançar nossos estudos afim de averiguar os 

mecanismos que promovem essa diferenciação. A partir de então, tomou-se os 12º DG e o 20º DG 

para realização de outros experimentos que incluem a análise da temperatura corporal interna, o 

estudo imunohistoquímico de áreas do cérebro para c-Fos, a dosagem de citocinas plasmáticas e a 

mensuração da concentração plasmática de corticosterona. 

A análise da temperatura foi realizada por meio da telemetria, como descrito previamente. 

Os dados referentes à variação da temperatura dos animais prenhes no 12º DG e 20º DG 

submetidos ao desafio imunológico com LPS estão dispostos nos gráficos à seguir. 

A Figura 12 demonstra temperatura ao longo de 480 minutos, período em que a temperatura 

foi coletada e analisada e também o delta da temperatura ao longo do referido período analisado. 
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Figura 12 - Análise da variação da temperatura animais prenhes submetidos à endotoxemia por 

LPS (200 µg/Kg) ao longo de 480 minutos no 12º DG e no 20º DG 

 

 

Fonte: do autor 

Nota: A- Análise da temperatura corporal de animais prenhes no 12ºDG e 20ºDG submetidos aos 

tratamentos. B- Delta da temperatura corporal. Dados apresentados como média ± EPM (n = 12 

animais por grupo). 
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Com os dados obtidos a partir do delta da temperatura, analisamos o índice térmico no 

período entre 30 a 120 minutos e no período de tempo entre 150 a 250 minutos em ambos os dias 

estudados. Os valores do dois períodos do índice térmico encontram-se dispostos no Figura 13. 

Através do emprego do teste estatística de variância de duas vias e pós-teste de Tukey’s 

podemos verificar que no 12º DG o LPS é capaz de provocar uma hipotermia inicial no período 

entre 30 a 120 minutos, verificando pela queda no índice térmico quando comparado com o 

respectivo grupo controle (p=0,0011). Posteriormente, no período entre 150 a 250 minutos, 

verificamos uma tendência do LPS administrado nos animais prenhes no 12º DG à causar 

hipertermia e febre nos animais quando comparados ao seu respectivo grupo controle (p= 0,0728). 

Não foram encontradas diferenças nos valores de índice térmico entre os animais controle e LPS 

no 20º DG. 

Com isso, pode-se afirmar que o LPS é capaz de provocar uma resposta bifásica no 12ºDG, 

uma vez que causa hipotermia nas 2 horas iniciais seguida de hipertermia que dura até 250 minutos 

após sua administração. 
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Figura 13. Análise do índice térmico de animais nos 12DG e 20DG submetidos à endotoxemia 

através da administração de LPS (200 µg/Kg) 

 

Fonte: do autor 

Nota:  Dados apresentados com média ± erro padrão da média (EPM) do índice térmico do intervalo entre 

30 a 120 minutos (A) e do intervalo de tempo entre 150 a 250 minutos. (**) refere-se à diferença 

estatística onde p<0.01 quando comparado ao respectivo grupo controle. N = 12 animais por grupo 
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 Os demais valores oriundos do teste de ANOVA two-way para os períodos de índice 

térmico analisados estão expostos nas tabelas 7 e 8. 

 

Tabela.7- Análise do índice térmico no período entre 30-120 minutos de animais administrados com LPS (200 µg/Kg) 

no 12ºDG e 20º DG 

 
 Tratamento Dias de gestação Interação 

Índice Térmico 

30-120 minutos 

F (1, 35) = 14,4; P=0,0006 F (1, 35) = 0,727; P=0,3995 F (1, 35) = 4,09; P=0,050 

 

 

 

Tabela 8 -  Análise do índice térmico no período entre 150-250 minutos de animais administrados com LPS (200 

µg/Kg) no 12ºDG e 20º DG 

 Tratamento Dias de gestação Interação 

Índice Térmico 

150-250 minutos 

F (1, 33) = 1,85; P=0,1822 F (1, 33) = 24,07; P<0,0001 F (1, 33) = 5,19; P=0,029 

 

 

6.6 IMUNOHISTOQUÍMICA PARA C-FOS 

 

 

 Após a perfusão e procedimentos imunhistoquímicos para marcação da atividade neuronal, 

as lâminas foram analisadas e observadas regiões específicas relacionadas com o comportamento 

doentio de animais submetidos ao tratamento com LPS (200 µg/Kg) tanto no 12º DG quanto no 

20º DG.  

Os dados da marcação da atividade neuronal, através da contagem do número de células 

positivas para c-Fos bem como as eletromicrografias estão dispostas abaixo.  

É possível verificar que o LPS administrado no 12º DG aumentou o número de neurônios 

que expressam a proteína intranuclear c-Fos em todas as regiões analisadas, quando comparadas 

ao seu respectivo grupo controle. No entanto, o LPS não foi capaz de provocar qualquer alteração 

no número de células marcadas positivamente para c-Fos nas áreas estudadas no 20º DG, 

indicando, desse modo, uma resposta diferencial. O LPS provoca uma hiper-resposta quando 

Fonte: Do autor. 

Fonte: Do autor. 
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administrado no 12º DG observado pelo aumento do número de células positivas e não causa 

alteração no 20º DG.  

Figura 14 Análise do índice térmico de animais nos 12DG e 20DG submetidos à endotoxemia 

através da administração de LPS (200 µg/Kg). 

 

 

 

Nota: Valores expressos como media ± E. P. M. (*) p< 0,05 e (**) p< 0,01 comparando com o respectivo 

grupo controle. **** p<0,0001; comparando com grupo controle. BNST: Bed nucleus of the stria terminalis ou 

núcleo leito da estria terminal. Cpy: córtex piriforme. MPOA: Área pré optica medial. LS: lateral septal ou 

área septal lateral. PVN: Núcleo paraventricular do hipotálamo. SON: núcleo supra optico.  

   Fonte: Do autor. 
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Figura 15. Efeito do LPS na dose de 200 µg/Kg em ratos controle (salina) e tratados no 12º DG e 

20º DG sobre a expressão de c-Fos 

 

 
 

 

Fonte: do autor 

Nota:  Fotomicrografias representativas de cortes de encéfalos mostrando células positivas no BNST 

(10x), MPOA (10x), LS (10x), CPy (10x), PVN (40x) e SON (100x).  
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Tabela 9 - Efeito do LPS administrado i.p 2 horas antes da perfusão e coleta dos cérebros em animais prenhes no 12º 

DG e 20º DG sobre a expressão de c-Fos em neurônios de diversas regiões encefálicas 

 Controle 12º 

DG  

LPS 12º DG Controle 20º 

DG 

LPS 20º DG 

BNST 172,28±56,91 393,0±110,09 ** 169,8± 78,02 193,57±134,047 

MPOA 166,5±23,95 290,83±15,69 * 148,28±33,26 155,16±41,14 

LS 209,28±22,34 384,33±60,22 * 172,57±33,47 245,2±52,23 

PCx 254,83±32,46 432,4±35,02 * 239,33±47,51 273,57±50,32 

PVN 90,14±39,60 249,85±78,82**** 80,57±39,48 93,0±52,26 

SON 21,42±6,13 73,28±30,66**** 29,28±15,35 25,71± 7,91 

 Os valores encontrados no teste de variância de duas vias estão expostos nas tabelas abaixo. 

 

 

Tabela.10 - Análise de variância Two-way sobre o número de células marcadas positivamente para c-Fos em regiões 

como BNST, MPOA, LS, PCx, PVN e SON após 2 horas do tratamento de salina ou LPS no 12º DG e no 

20º DG. 

 

 Fator Tratamento  Fator Dias de gestação Interação 

BNST F (1, 23) = 10,29; P=0,0039 F (1, 23) = 7,017; P=0,0143 F (1, 23) = 6,683; P=0,0165 

MPOA F (1, 21) = 4,615; P=0,0435 F (1, 21) = 6,348; P=0,0199 F (1, 21) = 3,698; P=0,0681 

LS F (1, 21) = 8,532; P=0,0082 F (1, 21) = 4,301; P=0,0506 F (1, 21) = 1,459; P=0,2405 

PCx F (1, 22) = 6,199; P=0,0208 F (1, 22) = 4,2; P=0,0525 F (1, 22) = 2,839; P=0,1061 

PVN F (1, 24) = 17,18; P=0,0004 F (1, 24) = 16,06; P=0,0005 F (1, 24) = 12,58; P=0,0016 

SON F (1, 24) = 12,78; P=0,0015 F (1, 24) = 8,648; P=0,007 F (1, 24) = 16,85; P=0,0004 

 

 

 

Nota: Valores expressos como media ± E. P. M. (*) p< 0,05 e (**) p< 0,01 comparando com o respectivo grupo 

controle. **** p<0,0001; comparando com grupo controle. 

   Fonte: Do autor. 

 

Fonte: Do autor. 
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6.7 DOSAGEM DE CITOCINAS PLASMÁTICA 

 

Após a execução do teste de variância de duas vias, seguida do pós-teste de Tukey’s, pode-

se afirmar que o LPS administrado no 12º DG foi capaz de aumentar a concentração plasmática de 

TNF-α, quando se comparado ao seu respectivo grupo controle (p=0,0176) sem, no entanto, causar 

qualquer outra alteração nas demais citocinas analisadas. Em contraste, não observamos qualquer 

alteração na concentração das citocinas pró-inflamátorias no 20º DG  

Os valores obtidos quanto à dosagem de citocinas no plasma de ratas prenhes tanto no 

12DG quanto no 20DG encontram-se dispostos na Figura 16 com sua respectiva análise estatística 

disposta na Tabela 11, a seguir.  

 

Tabela.11 - Análise de variância de duas vias sob a concentração plasmática de citocinas após 2 horas de 

administração do LPS ou salina em ratas prenhes no 12º DG e 20º DG 

 

 Fator Tratamento  Fator Dias de gestação Interação 

TNF-α F (1, 35) = 4,671; P=0,0376 F (1, 35) = 3,145; P=0,0848 F (1, 35) = 6,20; P=0,0176 

IL-1β F (1, 36) = 0,0128; P=0,9103 F (1, 36) = 1,306; P=0,2607 F (1, 36) = 3,28; P=0,0784 

IL-6 F (1, 35) = 0,00034; P=0,985 F (1, 35) = 0,2787; P=0,6009 F (1, 35) = 0,00078; P=0,977 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Do autor. 
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Figura 16. Efeito do desafio imunológico através da administração de LPS (200 µg/Kg) em ratas 

prenhes no 12º DG e 20ºDG sobre a concentração plasmática de citocinas  

 

 

 

Fonte: do autor 

Nota:  Dados apresentados com média ± erro padrão da média (EPM) 

da dosagem de citocinas plasmáticas para TNF-α, IL-1β e IL-6. 

(*) refere-se à diferença estatística onde p<0.05 quando 

comparado ao respectivo grupo controle. N = 12 animais por 

grupo. 



78 

 

6.8 DOSAGEM DE CORTICOSTERONA 

 

 

Após coleta e obtenção do plasma e extração do mesmo, os níveis plasmáticos de 

corticosterona de animais prenhes submetidos ao desafio imunológico com LPS no 12º DG e 20º 

DG foram mensurados através da técnica de radioimunoensaio. Os dados obtidos ao realizar tal 

técnica encontram-se na Figura 17. 

 

 

Figura 17 Efeito do LPS administrado em ratas prenhes no 12ºDG e 20ºDG sob a 

concentração plasmática de corticosterona analisada após 2 horas os 

tratamentos 

 

 

 

 

  

Fonte: do autor 

Nota:  Dados apresentados com média ± erro padrão da média (EPM) da dosagem de 

corticosterona plasmática após 2 horas o tratamento. (*) refere-se à diferença 

estatística onde p<0.05 quando comparado ao respectivo grupo controle. N = 12 

animais por grupo 



79 

 

A análise estatística referente à concentração plasmática de corticosterona estão apresentados na 

tabela 12. 

 É possível observar que o tratamento com LPS no 12ºDG aumentou a concentração 

plasmática de corticosterona mensurada após 2 horas à aplicação da endotoxina. Não foram 

encontradas alterações no 20ºDG.  

 

Tabela.12. Análise de variância Two-way sobre a concentração plasmática de corticosterona após 2 horas de 

aplicação do LPS ou salina em animais prenhes no 12ºDG ou 20º DG 

 

 Fator Tratamento  Fator Dias de gestação Interação 

Concentração de 

Corticosterona 

F (1, 30) = 15,13; P=0,0005 F (1, 30) = 0,07284; P=0,789 F (1, 30) = 1,32; P=0,258 

 

 

6.9 WESTERN BLOT 

 

  

Em relação à mensuração proteica de IBA-1 e GFAP do hipotálamo de animais prenhes 

submetidos à endotoxemia, os dados obtidos por meio da técnica de Western Blot encontram-se 

dispostos na Figura 18. 

Já a análise estatística empregada nos dados obtidos quanto à mensuração proteica 

encontram-se dispostos na Tabela 13. 

Por meio da execução dos testes estatísticos é possível concluir que o tratamento com LPS 

não foi capaz de alterar o nível de expressão de proteínas em qualquer um dia dos de gestação 

analisados no hipotálamo das ratas prenhes.  

 

Tabela.13 - Análise de variância Two-way seguido do pós teste de Tukey sobre a quantidade de proteínas no 

hipotálamo de ratas prenhes após 2 horas a administração do LPS no 12ºDG ou 20º DG 

 

 Fator Tratamento  Fator Dias de gestação Interação 

IBA-1 F (1, 16) = 0,149; P=0,7042 F (1, 16) = 0,433; P=0,5196 F (1, 16) = 1,901; P=0,1870 

GFAP F (1, 12) = 1,27; P=0,2816 F (1, 12) = 0,013; P=0,9085 F (1, 12) = 0,7311; P=0,4093 

 

Fonte: Do autor. 
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Figura 18. Efeito da administração do LPS sobre a quantidade de proteínas (IBA-

1 e GFAP) no hipotálamo de fêmeas prenhes 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: do autor 

Nota:  Dados apresentados com média ± erro padrão da média (EPM) da 

quantidade de proteínas no hipotálamo de fêmeas prenhes após 2 

horas o tratamento com LPS. A- Quantidade de IBA-1 em diferentes 

dias de gestação após 2 horas da aplicação do LPS. B- Quantidade da 

proteína GFAP no hipotálamo de ratas prenhes após 2 horas o 

tratamento com LPS. (*) refere-se à diferença estatística onde p<0.05 

quando comparado ao respectivo grupo controle. N = 5 animais por 

grupo 
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7 DISCUSSÃO  

 

 

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a endotoxemia durante o período gestacional 

de ratas avaliando o comportamento doentio e a responsividade mediante ao estresse imunológico. 

Para isso, empregou-se diferentes testes comportamentais tidos como clássicos e padrão-ouro a 

fim de verificarmos, de fato, o comportamento doentio. Para uma análise fidedigna da gestação 

como um todo, optou-se por trabalhar com diferentes dias de gestação, sendo estes: 6º, 9º, 12º, 15º, 

18º e 20º de gestação.  

Os testes comportamentais empregados foram: teste do campo aberto, teste da ingestão 

alimentar, teste de interação social e teste de preferência à sacarose.  

 

 

7.1 CAMPO ABERTO  

 

 

O presente estudo demonstrou que a aplicação de LPS é capaz de reduzir a distância total 

percorrida nos animais prenhes no 6º dia de gestação. A indução da endotoxemia através da 

administração do LPS provocou ainda aumento no tempo de imobilidade em animais prenhes no 

9º DG. Já no 12º dia de gestação, transcorridas 2 horas a aplicação do LPS, os animais 

apresentaram diminuição da distância percorrida além de apresentarem aumento no tempo de 

imobilidade quando estes animais foram expostos ao teste do campo aberto.  

Nosso estudo ainda apresenta que os animais no 15º dia de gestação, ao receberam LPS na 

dose de 200 µg/kg, apresentam diminuição na distância percorrida com concomitante aumento no 

tempo de imobilidade no campo aberto.  

Com base nos resultados apresentados, pode-se afirmar que os animais prenhes no 12º DG e 

no 15º DG apresentaram uma queda na capacidade exploratória/locomotora sendo um quadro 

clássico envolvido nos sintomas do comportamento doentio. Destaca-se que os animais prenhes 

no 12ºDG apresentaram queda acentuada na capacidade exploratória/locomotora, sendo o dia 

gestacional mais susceptível à endotoxemia por meio da aplicação do LPS.  
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Através da realização do teste do campo aberto e sua análise, é possível mensurar a atividade 

locomotora dos ratos expostos ao referido teste, bem como analisar também o comportamento 

preditivo de ansiedade ou ainda o efeito anti-tigmotático (PRUT; BELZUNG 2003; VILELA; 

SONCINI; GIUSTI-PAIVA, 2009). Sabe-se que os roedores tendem a preferir a periferia ao centro 

do aparelho quando expostos pela primeira vez ao campo aberto (CAROLA et al, 2002; LISTER, 

1990; PRUT; BELZUNG, 2003). A locomoção normalmente é medida pelo número de linhas 

cruzadas pelo animal, tempo para realizar o primeiro cruzamento e também verificando o tempo 

de permanência na periferia e no centro (LACERDA; 2006). A locomoção pode ser averiguada 

ainda pela mensuração da distância percorrida durante a exposição ao aparato. Pode ser inferida 

também o tempo de imobilidade sendo um parâmetro relacionado à capacidade locomotora, pois 

se o animal apresentou aumento no tempo de imobilidade quando exposto no campo aberto, deixou 

de se locomover e explorar a arena.   

O tratamento com LPS foi capaz de reduzir a exploração dos animais no campo aberto em 

todos os dias de gestação, exceto no 20º dia de gestação, uma vez que diminuiu a distância total 

percorrida. Nossos dados convergem com os demais dados já descritos na literatura científica ao 

afirmar a redução da locomoção após administração do LPS, verificado após a execução do teste 

do campo aberto, sendo que esta redução da atividade locomotora está associada ao 

comportamento doentio, um dos sintomas cardiais (SONCINI et al, 2012).  

Orlandi e colaboradores utilizando LPS, porém na dose de 1000 µg/kg, também encontraram 

redução da exploração mediante à exposição dos animais ao teste do campo aberto. Além disso, o 

trabalho Swiergiel e Dunn (2007) encontraram resultados semelhantes no que concerne a redução 

da capacidade exploratória e locomotora dos animais submetidos à endotoxemia. No entanto, os 

autores utilizaram camundongos como modelo experimental e o LPS foi aplicado em doses de 1 e 

5 µg/ camundongo.  

Sabe-se que a locomoção na parte central do aparato de campo aberto está relacionada ao medo. 

No entanto, a locomoção na parte periférica está relacionada com a atividade locomotora de 

maneira geral (BELZUNG; GRIEBEL, 2001; PRUT; BELZUNG, 2003). Estudos de Swiergiel e 

Dunn (2007) e Otterness et al (1988) já demonstram que administração de LPS e IL-1 causam 

diminuição da atividade locomotora em roedores expostos ao campo aberto.  

KINOSHITA e colaboradores (2009) demonstraram que camundongos tratados com LPS na 

dose de 200µg/Kg também apresentaram diminuição na locomoção quando expostos ao campo 
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aberto. Além disso, o trabalho de RIBEIRO et al (2013) também evidenciou que camundongos 

tratados com LPS apresentaram redução nos cruzamentos periféricos, centrais além de uma 

diminuição no número total de cruzamentos.  

FONSECA e colaboradores (2015) demonstraram que a aplicação de LPS na dose de 100 

µg/kg no 10º da gestação de camundongos foi capaz de diminuir o número de cruzamentos entre 

os quadrantes centrais, periféricos, além de acentuada redução no número de cruzamentos entre 

centro e periferia e significativa redução também no número de cruzamentos totais. Nesse sentido, 

os pesquisadores afirmam que o LPS foi capaz de diminuir, de fato, a capacidade 

exploratória/locomotora do animal, caracterizando um quadro de comportamento doentio durante 

a gestação.  Além disso, o trabalho de Vieira (2017) demonstrou que ratas prenhas no 16º dia de 

gestação apresentam capacidade exploratória/locomotora reduzida ao serem submetidos à 

endotoxemia, porém quando utilizando a dose de 500 µg/kg.  

Nosso trabalho, é inédito uma vez que demonstra a ação do LPS ao longo de toda gestação 

e evidencia, pela primeira vez, a inexistência da queda locomotora ao final da gestação.  

A resposta à endotoxemia cursa com letargia e redução de mobilidade, sendo estes 

consequência da mobilização de citocinas e outros mediadores no SNC (GRANGER et al., 2013; 

SILVA, 2015). É importante ressaltar que a magnitude da resposta frente a endotoxemia se 

relaciona com a gravidade da resposta inflamatória sistêmica desencadeada por meio do agente 

infecciosos (TARR et al, 2012; LAWSON; MCCUSKER; KELLEY, 2013; GRANGER et al, 

2013; SILVA, 2015). Portanto, tanto a dose quanto também a forma de administração do patógeno 

são preponderantes para a manifestação do comportamento doentio e sua magnitude de 

manifestação.  

Diante do exposto e de posse dos resultados obtidos, afirma-se, portanto, que o LPS no 12º 

DG apresentou queda na capacidade locomotora/exploratório com elevada magnitude desta 

resposta, sendo este dia, por conseguinte, o dia no qual o comportamento doentio está mais 

acentuado. 

 

 

7.2 ANÁLISE DA INGESTÃO ALIMENTAR  
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 O presente estudo demonstrou que o LPS provoca redução da ingestão alimentar em todos 

os dias de gestação, com exceção ao 20º dia de gestação, após 24 horas da administração da droga. 

Ademais, foi demonstrado também que no 15º dia de gestação, no tempo de 6 horas, há 

significativa redução na ingestão alimentar, quando comparado ao grupo controle.  

 A diminuição da ingestão alimentar caracteriza um quadro de anorexia, também 

característico como um dos sintomas do comportamento doentio. O LPS é capaz de induzir a 

diminuição do comportamento de ingestão causando anorexia, sendo um dos efeitos mais 

marcantes da resposta de fase aguda do LPS (KOPF et al, 2011). A diminuição da ingestão 

alimentar devido à aplicação de LPS é clássica, sendo o efeito anorexígeno tão intenso que até 

mesmo o jejum por 39h e 30 min era comprometido pelo tratamento com LPS (GAYLE et al, 

1999).  

 Já está elucidado na literatura cientifica que a anorexia induzida por meio da inflação é 

dependente de prostaglandina (PG), uma vez que estudos já demonstraram a melhoria da ingestão 

alimentar após a administração de inibidores de ciclooxigenase (COX) (BAILE et al, 1981; 

LUGARINI et al, 2002; SWIERGIEL; DUNN, 2002; NILSSON et al, 2017). No entanto, é 

importante ressaltar que a origem celular das prostaglandinas, que induzem a anorexia, ainda não 

foi totalmente identificada (NILSSON et al, 2017).  

 Pesquisas têm demonstrado que tanto a inibição farmacológica quanto a deleção genética 

da enzima ciclooxigenase 2 (COX-2), mas não da COX-1, atenua a anorexia induzida pelo LPS. 

Nesse ponto, é importante destacar que a COX-2 não está envolvida apenas na mediação da 

anorexia após a endotoxemia, sendo que esta referida enzima é importante também para a elevação 

do setpoint termorregulatório e, consequentemente, da febre.  Porém, deve-se atentar que há rotas 

distintas pelas quais as protaglandinas promovem os efeitos da anorexia e também da febre. Prova 

disso é que a deleção gênica de COX-2 seletivamente em células endoteliais do cérebro não foi 

capaz de atenuar ou inibir a anorexia frente à administração de LPS perifericamente na dose de 10 

µg/Kg, embora a febre tenha sido atenuada. No entanto, a injeção intracerebroventricular de um 

inibidor da COX reduziu drasticamente a anorexia após a exposição do LPS. Ou seja, embora tanto 

as prostaglandinas e a COX estejam envolvidas com febre e anorexia, as rotas são diferentes e a 

fonte celular que medeiam esses processos são importantes para a geração das respostas decorrente 

da endotoxemia. 
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É digno de nota, também, que a deleção de COX-2 seletivamente em células mieloides ou 

em células endoteliais e neurais não teve qualquer efeito sobre a anorexia induzida por LPS. A 

COX-2 em células mieloides e neurais foi dispensável para a resposta de febre em animais que 

receberam LPS. No entanto, a deleção em células mieloides do gene de resposta primária de 

diferenciação mieloide 88 (MyD88), o qual é uma proteína adaptadora para Toll Like e sinalização 

do receptor de interleucina-1, inibe completamente a anorexia induzida por LPS (RUUD et al, 

2013). Nesse sentido, Nilsson e colaboradores demonstram que a produção de COX-2 em células 

neurais como neurônios, astrócitos e oligodendrócitos não é fundamental para a anorexia induzida 

pelo LPS.  

Nesse sentido, quadros como a falta de apetite, a perda de peso corporal e a diminuição da 

ingestão alimentar se manifestam de maneira evidente durante a resposta frente à agentes 

infecciosos, como o LPS (DE PAIVA et al, 2010). O controle da ingestão alimentar é exercido 

através de várias regiões do sistema nervoso, como o núcleo arqueado, o hipotálamo lateral e 

núcleos da rafe, regiões importantes uma vez que integram sinais do estado energético e ingestão 

calórica (DHILLO, 2007; SCHWARTZ et al, 2000) 

Portanto, o presente estudo apresenta dados que corroboram com a literatura científica ao 

demonstrar que o LPS é capaz de diminuir a ingestão alimentar (SILVA; GIUSTI-PAIVA, 2015). 

Exceto no 20º dia de gestação, o LPS promoveu anorexia. Pode-se, portanto, afirmar que no 20º 

dia de gestação o LPS não provocou nenhuma resposta na ingestão alimentar dos animais.  

 

 

7.3 TESTE DE INTERAÇÃO SOCIAL  

 

 

 O presente estudo demonstrou que a endotoxemia é capaz de reduzir o tempo de interação 

social em animais prenhes no 12º dia de gestação após 2 horas a aplicação do LPS.  

 Nossos dados vão de encontro com a literatura científica, uma vez que trabalhos como de 

TOWSEND e colaboradores (2014) evidenciaram a redução na interação social após 2 horas a 

aplicação do LPS, utilizando-se, porém, ratos em diferentes idades. Nossos dados diferenciam pelo 

fato de utilizarmos ratas prenhes em diferentes períodos gestacionais, evidenciando um ineditismo 



86 

 

no presente estudo, verificando que em torno da metade da gestação há uma queda da sociabilidade 

dos animais frente à endotoxemia por meio do LPS.  

 O teste de interação social foi inicialmente descrito por File e Hyde (1978) com finalidade 

para avaliação da ansiedade. Porém, o teste é utilizado também para o estudo do comportamento 

doentio. O teste consiste em inserir um animal considerado como “intruso” ao animal teste 

chamado de “residente”, o qual é uma fêmea prenha que fora habituada no apartado por 3 dias 

antes da execução do teste. Ao proceder-se o teste, comportamentos próprios da espécie são 

identificados no animal tido como “residente”, teste este que consiste em confrontar o animal a ser 

avaliado com outro desconhecido da mesma espécie (“intruso”), porém menor. Os 

comportamentos próprios identificados podem ser de limpar, cheirar, morder, imitar, explorar a 

região anogenital, seguir o visitante ou colocar as patas dianteiras sobre ele, o que caracteriza a 

monta (COHN; DE SÁ-ROCHA, 2006; GRANT; MACKINTOSH, 1963).  

 Os comportamentos observados pelo animal “residente” no teste de interação social foram 

verificados analisando os vídeos, mensurando o tempo de interação entre o residente e o intruso 

(DER-AVAKIAN; MARKOU, 2014). Foi considerada como sendo exploração anogential quando 

o animal residente cheirava a região perianal do animal intruso. Além disso, foi considerado um 

parâmetro de interação social também quando o animal residente cheirava a região do focinho e 

regiões laterais à cabeça do animal intruso. 

 Estudos na literatura afirmam que o LPS é capaz de reduzir a interação social entre 

roedores. Desse modo, o tempo despendido na interação do animal submetido à endotoxemia 

frente à exposição com outro animal é tido como uma medida do comportamento doentio tanto em 

ratos quanto também em camundongos (ARAKAWA; BLANDINO; DEAK, 2009; FISHKIN; 

WINSLOW, 1997; JÚNIOR, 2015). Os parâmetros comportamentais observados no teste de 

interação social podem ser: sniffing (quando o animal residente cheira qualquer parte do animal 

considerado intruso), grooming (tempo gasto quando o animal teste lambe outro animal) e 

following (tempo despendido do animal residente seguindo o animal intruso) (OVERSTREET; 

KNAPP; BREESE, 2002; MANDUCA et. al., 2015; BATISTA, 2018) 

 Nesse sentido, Towsend e colaboradores (2014) demonstraram que a injeção 

intraperitoneal de LPS na dose de 0,33 mg/Kg tanto em camundongos adultos quanto idosos 

provocou a redução das interações sociais quando testados após 2 horas das aplicações. De modo 
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similar, o LPS administrado na dose de 15 µg/Kg por via i.p. também foi capaz de reduzir o tempo 

gasto nas interações sociais entre camundongos (FISHKIN; WINSLOW, 1997).  

 A citocina IL-1β é apontada por diversos estudos como sendo a principal mediadora na 

redução das interações sociais observadas entre roedores após a administração do LPS, uma vez 

que a administração de antagonistas de receptores de IL-1 (IL-1 ra) foram capazes de atenuar o 

efeito depressivo induzido pelo LPS na exploração e interação social (BLUTHÉ; DANTZER; 

KELLEY; 1992; ARAKAWA; BLANDINO; DEAK, 2009; BATISTA, 2018).  

 No entanto, é importante ressaltar que o aumento da interação social sem o aumento da 

atividade locomotora, tal como nós observamos em animais prenhes controle (os quais receberam 

apenas salina) no 12º dia de gestação, caracteriza como sendo um efeito ansiolítico enquanto que 

a diminuição da interação social também pode ser considerado como efeito ansiogênico (FILE; 

SETH, 2003). No comportamento doentio, como um todo, estas duas respostas podem ser 

observadas, já que Hennessy e colaboradores (2014) afirmaram que a diminuição da interação 

social não é um comportamento invariável nesta situação (ORLANDI, 2015). 

 Sendo assim, por meio da execução do teste de interação social, pode-se afirmar que o LPS 

administrado no 12ºDG provocou significativa redução na interação social, demonstrando que 

neste ponto o animal prenhe encontra-se hiperresponsivo ao desafio imunológico, acentuando o 

quadro de comportamento doentio.  

 

   

7.4 PREFERÊNCIA À SACAROSE  

 

 

 Com exceção aos grupos de 6º dia de gestação e 20º dia de gestação, o presente estudo 

afirma que o tratamento com LPS foi capaz de diminuir a preferência dos animais por sacarose em 

todos os demais grupos experimentais. Diante do resulto exposto, a endotoxemia durante a 

gestação provoca um quadro de anedonia devido a hipoingestão de sacarose.  

 Nossos dados corroboram com a literatura científica, uma vez que trabalhos anteriores 

como de SONCINI et. al (2012) evidenciaram que animais em estado doentio exibem uma menor 

preferência à sacarose 2 e 24h após a administração de LPS.  
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A anedonia ou a falta de interesse em estímulos que outrora eram agradáveis é bastante 

estudada por pesquisadores da área. Em situações como a infecção, roedores podem exibir um 

estado anedônico.  

O termo anedonia foi cunhado pela primeira vez pelo psicólogo francês Théodule-Armand 

Ribot em 1896 para designar uma completa ausência de prazer. Atualmente, o conceito de 

anedonia refere-se a uma incapacidade e/ou vontade reduzida para realização de tarefas que 

anteriormente eram consideras prazerosas (D’HAENEN, 1996). Há alguns métodos propícios e 

válidos na ciência para averiguar a anedonia como a motivação para a alimentação e o teste de 

preferência à sacarose. Animais anedônicos reduzem tanto a ingestão de alimento quanto a 

preferência à sacarose (MARTYNHAK et. al., 2011; SONCINI et. al., 2012). 

 O modelo de preferência à sacarose é tido como clássico e válido, uma vez que os roedores 

apresentem preferência por bebidas adoçadas. A busca pelo estímulo agradável se deve não apenas 

por regiões cerebrais envolvidas no sistema de recompensa, mas também por regiões que 

controlam a ingestão alimentar e o controle da homeostase energética, como o hipotálamo e o 

tronco cerebral (AHIMA et al, 2008; DE ARAUJO et al, 2008; PIZZAGALLI et al, 2009). Pode-

se caracterizar a anedonia como sendo também a falta do prazer somada à incapacidade aparente 

de percebê-lo ou apreciá-lo, segundo definição de KENT e colaboradores (1992).  

Nossos dados convergem com a literatura, uma vez que experimentos como os de Larson 

em 2006 utilizando LPS e também IL-1β observou uma significativa redução no consumo de 

sacarose. No entanto, nossos dados são inéditos uma vez que utilizamos ratas prenhes frente à 

exposição ao LPS para averiguar o possível estado anedônico. Diante disso, observamos que nos 

dias 6 e 20 de gestação, não há diminuição significativa da preferência à sacarose, embora quando 

analisado de maneira isolada o 6º dia de gestação apresenta diferença estatística de preferência à 

sacarose em animais LPS comparado aos animais controle.  

Em roedores, tanto a IL-1 quanto a administração da endotoxina promovem também a 

diminuição da exploração em ambientes novos, além da diminuição do comportamento social 

(LARSON et al, 2001), demonstrando, desse modo, que estímulos que ativam o sistema 

imunológico são capazes de promover a anedonia em roedores (DELLAGIOIA; HANNESTAD, 

2010). Animais pré-tratados com endotoxina apresentam uma menor atividade neuronal em 

regiões cerebrais envolvidas no sistema de recompensa quando estes animais eram apresentados a 

ambientes novos (STONE et al, 2006). Em nosso estudo, o consumo tanto de água quanto de 
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sacarose foi calculado pela diferença entre os pesos inicial e final das substâncias oferecidas 

(WILLNER et al, 1991; PESTANA, 2010). 

As citocinas pró-inflamatórias, quando no SNC, são responsáveis pelos comportamento 

semelhantes à depressão e também por quadros de anorexia, isolamento social e pela anedonia 

(KELLEY et al, 2003; COMBRINCK; PERRY; CUNNINGHAM, 2002; ABRAHAM et al, 2006; 

GODBOUT et al, 2005; HUANG et al, 2007) as quais alteram a plasticidade sináptica em animais 

(TANCREDI et al, 1992; MURRAY; LYNCH, 1998). A resposta inflamatória de citocinas de 

forma exacerbada no cérebro está associada a uma variedade de complicações, como a disfunção 

cognitiva (HEYSER et al, 1997; VALLIERES et al, 2002, BARRIENTOS et al, 2006; GODBOUT 

et al, 2005; MELLO, 2012).  

Portanto, juntamente com dados obtidos a partir da realização do teste do campo aberto no 

qual foi observado uma diminuição na capacidade exploratória ao expor o animal num novo 

ambiente, além da observada redução da ingestão alimentar em ratas prenhas após exposição ao 

LPS, percebemos agora uma diminuição na preferência à sacarose, em decorrência a aplicação do 

LPS. Mais ainda, procedeu a execução do teste de interação social a fim de verificar o estímulo ao 

comportamento social de animais prenhes com LPS, a fim de caracterizar plenamente o 

comportamento doentio em animais prenhes.  

Deste modo, coletivamente, nossos dados permitem afirmam que o LPS foi capaz de evocar 

o comportamento doentio em animais prenhes nos dias de gestação 6, 9, 12, 15 e 18, uma vez que 

estes apresentaram diferenças quanto à capacidade exploratória e locomotora quando testados no 

campo aberto, além de apresentarem também um comportamento anoréxico e um comportamento 

semelhante à anedonia quando submetidos ao teste de preferência à sacarose. Porém, apenas os 

animais prenhes no 12º dia de gestação apresentaram diminuição na interação social quando 

confrontados com outra rata. Diante de tais achados, pode-se afirmar que o comportamento doentio 

é mais exacerbado no 12º dia de gestação, já que apresenta alterações significativas em todos os 

testes comportamentais, sendo este o ponto de mais resposta ao LPS ao longo da gestação. No 

entanto, é importante observar que o 20º dia de gestação não apresentou diferença comportamental 

em nenhum dos testes realizados. Os animais prenhes pertencentes ao 20º dia de gestação, quando 

submetidos ao desafio imunológico com LPS, não apresentaram alterações quanto à mobilidade, 

ingestão alimentar, anedonia e interação social. Portanto, no 20º dia de gestação os animais estão 

hiporresponsivos ao LPS.  



90 

 

 O comportamento doentio, exceto no 20º dia de gestação, foi observado em ratas prenhes 

no presente estudo, sendo este, o primeiro estudo a observar o sickness behavior ao longo de toda 

gestação, caracterizando, portanto, como um estudo inovador e fundamental para a compreensão 

da interferência da gestação e suas variações hormonais sobre os parâmetros comportamentais. 

Estudos indicam que o comportamento doentio está relacionado com uma estratégia 

motivacional para que o organismo lide com a doença (KINOSHITA, 2007). Segundo Bolles 

(1974) a motivação pode ser entendida como um estado central que reorganiza a percepção e a 

ação. A motivação permite que o indivíduo selecione a melhor estratégia em prol da sobrevivência, 

sendo a estratégia passível de mudanças de acordo com a situação enfrentada pelo organismo, 

ainda segundo Bolles. 

Portanto, o comportamento doentio pode ser entendido a partir de duas óticas diferentes: 

uma que compreende o comportamento doentio como resultado de uma debilitação e fraqueza 

física resultantes da doença que os acomete, fazendo com que o organismo apresente 

comportamentos alterados uma vez que a grande maioria dos recursos está envolvida com a luta 

contra o patógeno. Outra perspectiva de se analisar o comportamento doentio é a partir da ótica 

motivacional, observando o comportamento de se estar doente como uma expressão estratégica 

altamente organizada que se torna crítica para a sobrevivência do organismo frente esta situação 

de vida ou morte (DANTZER, 2001).  

A perspectiva motivacional surgiu muito depois da definição e caracterização acerca do 

comportamento doentio, tanto é que um dos precursores do estudo sobre o comportamento de se 

estar doente, Hart, não abordou esta visão. Para ele, o comportamento doentio evoluiu a partir de 

uma situação de tudo ou nada, onde o animal foi obrigado a apresentar tais respostas mediante ao 

iminente risco de vida (COHN, 2003). Segundo Aubert, a maioria dos experimentos sobre o 

comportamento doentio utiliza a temática comportamental apenas como uma variável para se 

estudar os mecanismos envolvidos no processo da doença em si. Sendo assim, o comportamento 

doentio não recebeu a atenção merecida, uma vez que é necessário que o comportamento doentio 

seja visto como uma variável independente (AUBERT, 1999; CONH, 2003).  

Portanto, o comportamento doentio não é somente uma resposta evolutiva adaptativa, mas 

também uma expressão hierárquica e organizada a qual depende das mudanças contextuais em que 

o animal se encontra (COHN, 2003). O animal, mesmo estando doente, é capaz de perceber e 
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responder a estímulos ambientais. Caso esses estímulos sejam mais prioritários, o animal pode 

interromper o comportamento doentio a fim de responder tais estímulos (AUBERT, 1999).  

Portanto, pode-se afirmar que a aplicação via i.p de LPS nos animais prenhes provocou 

uma resposta acentuada no 12º DG enquanto que animais no período final da gestação 20º DG 

apresentaram hiporresponsividade frente ao estresse imunológico. A escolha pela administração 

intraperitoneal se deu pelo fato de que esta pode influenciar tanto na comunicação neuroimune 

quanto também na questão de termorregulação (BASSI et al, 2012), além também de induzir 

importantes mudanças nos quadros comportamentais típicos como hipofagia, redução do 

comportamento social e também sexual, além de redução na preferência à sacarose, mudanças 

comportamentais estas que foram demonstradas neste presente trabalho. É sabido que por meio da 

aplicação via i.p. o LPS pode entrar rapidamente na corrente sanguínea (MUNFORD, 2010). No 

entanto, a capacidade da aplicação do LPS via i.p. em alterar parâmetros térmicos, sobretudo em 

animais prenhes, merece ser analisada profundamente, e isso propusemos no presente trabalho. 

Diante da importante observação de que ao longo da gestação os animais prenhes 

respondem ao LPS de maneiras diferentes, caracterizando o 12º dia de gestação como ponto de 

hiperresponsividade e o 20º dia de gestação como ponto de hiporresponsividade, é necessário 

elucidar os mecanismos que promovem essa resposta diferencial. À partir de tais constatações, o 

12º dia de gestação e o 20º dia de gestação foram escolhidos para estudos quanto à resposta térmica 

diante da aplicação do LPS, além de observar também respostas quanto à ativação neuronal, 

produção de citocinas e produção de corticosterona, além da quantificação de proteínas.  

 

 

7.5 AVALIAÇÃO DA TEMPERATURA  

 

 

 De posse dos resultados obtidos, nosso estudo foi capaz de demonstrar uma resposta 

bifásica dos animais prenhes submetidos a administração do LPS no 12º dia de gestação, havendo, 

inicialmente, um hipotermia nas primeiras duas horas pós-LPS, seguida da elevação da 

temperatura e hipertermia nos momentos posteriores. No entanto, a resposta de variação da 

temperatura no 20º dia de gestação foi diferente, uma vez que não foi encontrada tal resposta 

bifásica e nem geração de um estado hipertérmico e/ou febril decorrente à exposição ao LPS. 
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No 12º dia de gestação foi verificado uma hipotermia inicial seguida de febre após 2 horas, 

demonstrando um efeito decorrente do LPS, que converge com os dados comportamentais neste 

dia de gestação, uma vez que foi o dia que mais apresentou debilidades comportamentais.  

A febre é uma consequência do balanço de pirógenos e criógenos endógenos ao mudar o 

“set point” hipotalâmico de termorregulação. Com essa alteração, o animal passa a sentir frio em 

ambientes onde isso não ocorria anteriormente. Um novo equilíbrio térmico é conseguido à medida 

que o animal apresente alterações comportamentais e fisiológicas que produzem e conservem mais 

calor para o organismo. Por isso ocorrem as alterações acima citadas (COHN, 2003; HART, 1988). 

Além disso, estudos afirmam que a febre é desencadeada pelo aumento regulado da temperatura 

corporal, aumento este que se sobrepõe sobre as flutuações diárias normais (MACKOWIAK, 

2005). A regulação da resposta febril depende de um balanço entre substâncias pirogênicas 

(podendo ser endógenas ou exógenas) e antipiréticas ou também chamadas de criógenos (LEON, 

2002; TATRO, 2000). Os pirógenos são substâncias capazes de aumentar a temperatura. Os 

pirógenos exógenos são substâncias produzidas fora do hospedeiro e incluem microrganismos 

podendo ser inteiros ou partes destes microrganismos. Um dos priógenos exógenos mais 

conhecidos na ciência e amplamente utilizado é o LPS. Os pirógenos endógenos, por sua vez, são 

citocinas pirogênicas podendo incluir a IL-1, IL-6 e também TNF-α, produzidas pelas células 

imunes como macrófagos e neutrófilos do hospedeiro, em resposta a infecção (MACKOWIAK, 

2005). Tanto as substâncias pirógenas endógenas quanto exógenas são potentes indutores da 

resposta febril (ROTH;SOUZA, 2001). As substâncias criógenas, por sua vez, incluem citocinas 

tais como a IL-10, e também outras substâncias como o CRH (LEON, 2002; TATRO, 2000). Tais 

substâncias exercem seus efeitos por meio da inibição da síntese de citocinas pirogênicas ou 

também por meio do aumento da perda de calor (MACKOWIAK, 2005). A elevação e a duração 

da resposta febril depende de um fino equilíbrio entre os pirógenos e os criógenos, sendo que a 

elevação das substâncias pirogênicas induz a febre enquanto que os criógenos se opõem a esta 

resposta impedindo a excessiva elevação da temperatura corporal (OGOINA, 2011). 

Segundo Hart, a febre associada com as alterações comportamentais características do 

comportamento doentio conferem um valor adaptativo e favorecem a recuperação do animal 

(HART, 1988; COHN, 2003; KINOSHITA, 2007). Hart (1988) afirma que embora a febre 

apresente um alto gasto metabólico, seu desenvolvimento foi fundamental para a sobrevivência 

dos animais. A febre promove a destruição de bactérias por neutrófilos, aumenta a síntese de 
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anticorpos e a produção de anticorpos além de diminuir a produção de agentes termossensíveis 

(HART, 1988; COHN, 2003). Blatteis (2006) afirma ainda que a febre aumenta a mobilidade e a 

migração de neutrófilos, aumenta a produção de radicais livres de oxigênio por fagócitos, aumenta 

a produção de interferon (IFN), aumenta a atividade de linfócitos do tipo Th-1 e outros 

(KINOSHITA, 2007).  

Além disso, Hart (1988) propõe que comportamentos associados à doença são 

fundamentais para que o organismo desenvolva quadros de elevação fisiológica da temperatura. 

Por exemplo, a anorexia diminui a ingestão, além de diminuir a motivação do animal em procurar 

alimento e evitando, desse modo, a exposição do animal, preservando a temperatura e ajudando a 

debelar-se contra a infecção. Além disso, a redução do comportamento de auto limpeza reduz a 

exposição corpórea do animal além de diminuir o gasto de saliva e a perda de calor proporcionado 

pela evaporação da mesma (HART, 1988; COHN, 2003; KINOSHITA, 2007). Nesse sentido, há 

ainda a ocorrência de piloereção a fim de aumentar a camada de ar servindo como isolante térmico 

sobre a superfície do corpo, o encurvamento do corpo para reduzir a superfície corporal exposta 

ao ambiente e a busca por parte do animal por ambientes mais quentes (HART, 1988; COHN, 

2003).  

Em relação à ação do LPS provocando aumento da temperatura, sabe-se que a endotoxina 

de origem bacteriana promove seus efeitos através de mecanismos neurais e humorais. Na via 

neural, a ação ocorre por meio dos nervos sensoriais cutâneo e também através do nervo vago. 

Essa via é caracterizada como sendo de resposta febril rápida (ROTH; SOUZA, 2001; HOPKINS, 

2007). O LPS estimula o sistema complemente num curto intervalo de tempo, ativando as células 

Kupfer do fígado, as quais passam a produzir PGE2 além de outros pirógenos endógenos. Estes 

alcançaram o ramo hepático do nervo vago, ativando-o. Os sinais aferentes são levados, então, ao 

NTS onde o sinal é transmitido para a POA através de um feixe noradrenérgico, causando aumento 

da temperatura. Já a via humoral, por sua vez, permite que as citocinas pirogênicas, produzidas 

pelas células imunológicas frente à ação do LPS, cheguem até regiões encefálicas onde a barreira 

hemato-encefálica inexistem ou são mais porosas como o órgão vasculoso da lâmina terminal 

(OVLT) e interagem com receptores localizados em terminais das células da glia, levando a 

produção de PGE2. Há de se considerar ainda que a PGE2 também pode ser produzida por meio 

do contato das citocinas com receptores presentes na superfície de células endoteliais cerebrais. A 
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PGE2 então produzida difunde-se pela barreira até alcançar a POA, provocando aumento do 

setpoint termorregulatório (CONTI et al, 2004; BATISTA, 2019).  

Ainda a respeito da mudança de temperatura provocada através da administração de LPS, 

sabe-se que um fator primordial para tais alterações é o estado fisiológico do animal. De acordo 

com Fewell e colegas, embora a resposta mais comumente encontrada diante da endotoxemia 

experimental seja a hipertermia, mudanças fisiológicas que ocorrem durante o período gestacional 

podem alterar o padrão da resposta na temperatura provocando hipotermia (FEWEL et al, 2010). 

Estes mesmos autores afirmam ainda que durante da gestação, sobretudo próximo do período do 

parto, há uma mudança significativa em áreas de regulação da temperatura, provocando a 

hipotensão e perda de calor.  

Entretanto, não é possível generalizar afirmando que a aplicação de LPS resulte 

necessariamente em hipertermia, haja vista que o sorotipo da bactéria gram negativa utilizada é 

fundamental para o estabelecimento do tipo de resposta termorregulatória podendo ser 

hipertérmica, seguida ou não de febre ou até mesmo hipotérmica (DOGAN et al,2000). 

Corroborando com tal perspectiva, o trabalho de Akarsu e Mamuk (2007) encontrou que a 

utilização do sorotipo 055:B5 provocou uma resposta hipotérmica inicial na dosagem de 250 µg/kg 

seguida de um quadro de febre. Entretanto, o sorotipo 0111:B4 provocou uma resposta monofásica 

mais potente onde foi constada apenas a hipotermia (DOGAN; ATAOGLU; AKARSU, 2000). 

Ainda dentro dessa temática, estudos indicam que a administração de LPS é capaz de provocar 

hipotermia seguida ou não de quadros de febre tanto em ratos (NASCIMENTO et al, 2013; 

FILKINS; DI LUZIO, 1968; UENO et al, 1982), quanto em camundongos (WANG et al, 1997; 

KOZAK, 1997; PAUL, FRAIFELD, KAPLANSKI, 1999). A respeito da concentração utilizada e 

da resposta a nível de temperatura, estudos indicam que quando se utilizam concentrações altas, 

acima de 0.5 mg/kg de LPS, a resposta é predominantemente de hipotermia (DOGAN; 

ATAOGLU; AKARSU, 2000). 

A respeito da resposta hipotérmica encontrada diante da aplicação do LPS, o trabalho de 

Nascimento e colaboradores (2013) demonstrou que a injeção intraperitoneal de LPS de sorotipo 

0127:B8, provocou tanto em fêmeas virgens quanto em fêmeas lactantes, um quadro de hipotermia 

após 2 horas da aplicação. Resultados similares são encontrados nos trabalhos de Aguila e 

colaboradores (2006) e Toyama (2012), os quais mostraram também a diminuição da temperatura 

corpórea após 2 e até 3 horas após o tratamento com LPS.   
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De acordo com Romanovsky e Szekely (1998), a hipotermia após a administração do LPS 

é uma maneira adaptativa do organismo se defender contra o desafio imunológico. Nessa 

perspectiva, Toyama (2012) afirmou que a hipotermia encontrada em fêmeas prenhes que 

receberam LPS foi resultado de um mecanismo neuroprotetor materno contra isquemia provocada 

pelo LPS e isso deve-se à ao aumento da concentração de TNF-α em fêmeas prenhes que foram 

administradas com LPS. Prova disso é que o bloqueio da referida citocina, experimentalmente 

realizado por meio de anticorpo, foi capaz de reduzir esses efeitos quanto à resposta da temperatura 

(TOLLNER et al, 2000). Sabe-se ainda que o TNF-α desempenha um papel criogênico endógeno 

na modulação da resposta febril (LONG et al, 1990, 1992; LEON et al, 1997). Desse modo, pode-

se afirmar que o TNF-α medeia a hipotermia através de um papel antipirético que previne o 

aumento da temperatura a níveis danosos causada pela exposição ao LPS.   

A respeito do estado fisiológico do animal, a gestação é tida como uma fase que altera de 

o balanço entre citocinas pirogênicas e antipiréticas/criogênicas após a exposição de um composto 

pirogênico exógeno (FOFIE; FEWELL. MOORE, 2005; ASHDOWN et al, 2007). Fewell e 

colaboradores (2010) demonstraram que a administração de 160 μg/kg de E. coli LPS aumentou 

as concentrações plasmáticas de IL-1β, IL-6, IL-1ra e TNF-α em ratas não prenhes. Já em ratas 

prenhes, a administração de LPS, aumento apenas as concentrações plasmáticas de IL-1ra e TNF-

α sem alterar os níveis de citocinas pirogênicas, como IL-6 e IL-1 β.  

O uso de agentes anti-TNF atenua a diminuição da temperatura provocada a partir da 

administração de altas dosagens de LPS (TOLLNER et al, 2000). Além disso, estudos demonstram 

que o pico da concentração plasmática de TNF-α ocorre entre uma ou duas horas após aplicação 

do LPS (BUENO et al, 1999; PEIRÓ et al, 1999). 

Rosa e colaboradores (2003), usando equinos, demonstraram que a aplicação de LPS foi 

capaz de promover a elevação da temperatura retal e o aumento de TNF-α com concomitante 

redução da motilidade intestinal entre 1h15min e 6 h após aplicação da endotoxina. Porém, nos 

animais que foram pré-tratados com dexametasona, um glicocorticoide exógeno, 30 minutos antes 

da injeção de LPS, houve ausência de febre. De acordo com os autores proponentes do trabalho, a 

ausência de febre nestes animais pode estar relacionada pela diminuição ou mesmo inibição da 

produção de prostaglandina e ainda pela inibição da síntese de TNF-α (MORRIS et al, 1991). A 

dexametasona reduz a transcrição do gene para TNF e também diminui a tradução do RNAm de 

TNF (BEYAERT; FIERS, 1998).  
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Giusti-Paiva e colaboradores (2003), demonstraram a correlação positiva entre o aumento 

dos níveis de vasopressina e a diminuição da temperatura corporal, trabalhando com ratos machos. 

Os autores afirmam ainda que a observação da temperatura corporal assume um comportamento 

bifásico, uma vez que há, nas primeiras duas horas, queda na temperatura corpórea, seguida de 

elevação da mesma após duas horas com concomitante decaimento dos níveis de vasopressina. 

Entretanto, outros autores (ROMANOVSKY et al, 1998) demonstraram que a injeção intravenosa 

de 10 µg/Kg em ratos induziu resposta trifásica, causando posteriormente febre, revelando que o 

tempo necessário para que a resposta febril seja desencadeada em ratos da linhagem Wistar é de 

até 300 minutos. 

 Nossos dados, ao demonstrar que no 12º dia de gestação há alteração drástica da 

temperatura e não sendo encontrado parâmetros similares no 20º dia de gestação frente à exposição 

ao LPS evidenciam que no 12º DG há uma hiperresponsividade ao desafio imunológico enquanto 

que no 20º DG há uma hiporresponsivdade, devido à alterações neurais e endócrinas. Para 

averiguar a ativação de neurônios em áreas relacionadas ao comportamento doentio, procedeu-se 

ao estudo imunohistoquímico para c-fos em animais prenhes nos dias 12 e 20 de gestação.  

 

 

7.6 IMUNOHISTOQUÍMICA  

 

 

Estudos pioneiros executados por Hunt e colaboradores (1987) demonstram que neurônios 

espinhais de ratos expressavam c-Fos logo após receberem estímulo sensorial. Desde então, essa 

referida proteína tem sido estudada como parte integrante da resposta nuclear frente à estímulos e 

induções, como estímulos sensoriais, fatores de crescimento e neurotransmissores, sendo 

considerada como um marcador da atividade neuronal (CAPUTTO; CARDOZO GIZZI; GIL, 

2014).  

Porém, é necessário afirmar que a rede neural envolvida no processamento do estresse e de 

sinalização para regiões consideradas como chave para a resposta ao estresse, como o PVN, são 

complexas e envolvem um conjunto de regiões e sub-regiões, como o BNST, amígdala e 

hipocampo. Além disso, tais regiões participam também integrando informações sobre o estressor 

e regulando respostas do eixo HPA frente ao estresse. (ZIEGLER; HERMAN, 2002; PLANT; 
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ZELEZNIK, 2015) Neurotransmissores tais como glutamato e GABA são elementos fundamentais 

para a regulação de neurônios CRH frente ao estresse, porém pouco se entende a respeito dessa 

regulação da resposta frente ao estresse durante a gestação (HERMAN et al, 2002; PLANT; 

ZELEZNIK, 2015). 

Estudos que mapeiam a expressão da proteína Fos ou RNAm de c-fos como indicativo de 

ativação neuronal evidenciaram que a indução de fos em regiões como hipocampo e amígdala é a 

semelhante em ratos virgens e prenhes após um estresse agudo (da COSTA et al, 1996; 

BRUNTON; BALES; RUSSELL, 2012). Porém, ao analisar regiões como SON e PVN notou-se 

que a resposta é diferencial, uma vez que há diminuição na expressão de fos nestas referidas 

regiões em períodos finais da gestação (da COSTA et al, 1996; BRUNTON; BALES; RUSSELL, 

2012; PLANT; ZELEZNIK, 2015). No entanto, é necessário estudar a respeito da ativação 

neuronal em fêmeas prenhes em diferentes períodos gestacionais frente a administração ao LPS. 

Um estímulo amplamente utilizado para avaliar a ativação neuronal é a administração do 

LPS, uma vez que sua administração aumenta o número de células postivas para c-fos em diversas 

regiões do cérebro, como o núcleo paraventricular (PVN), o núcleo pré-optico medial (MPOA) e 

o núcleo pré-óptico mediano (MnPO) (MnPO) (DU PLESSIS et al, 2006), o núcleo leito da estria 

terminal (BNST) e também o núcleo central da amídala (CeA) (DALLAPORTA et al, 2007; 

HABA et al, 2012), no núcleo supraóptico (SON) e córtex piriforme (CPx) (MA et al, 2014). 

Nossos dados são similares aos referidos trabalhos, uma vez que a administração do LPS em ratas 

prenhes no 12º dia de gestação aumentou a expressão de c-Fos em todas as áreas estudadas. No 

entanto, verificamos também que no 20º dia de gestação não há aumento no número de neurônios 

positivos para a expressão de c-Fos em nenhuma das áreas estudas. Portanto, mais uma vez, 

verifica-se a elevada magnitude da resposta ao LPS no 12º dia de gestação e uma resposta 

inexpressiva ao LPS dos animais prenhes no 20º dia de gestação. 

 A administração periférica de LPS induz a ativação neural em diversas regiões encefálicas, 

como demonstrado em estudos envolvendo camundongos machos adultos que receberam a 

administração de LPS e apresentaram aumento significativo em áreas como a região dorsomedial, 

dorso lateral e núcleo pré-optico anterior do hipotálamo, o núcleo do leito da estria terminal, a área 

postrema, o núcleo do trato solitário e também o núcleo paraventricular do hipotálamo 

(WANNER; YOSHIDA; KULCHITSKY, 2013; CABRAL, 2016).  



98 

 

 Nosso estudo verificou o aumento da expressão de neurônios marcados positivamente para 

c-Fos em animais prenhes no 12º DG administrados com LPS no BNST, uma pequena área 

localizada na porção basomedial do cérebro anterior. O BNST faz parte do sistema límbico e atua 

como centro de retransmissão de sinais neurais relacionados com a modulação comportamental 

(AVERY et al, 2014; KLAMPFL et al, 2015; ORLANDI, 2015) Esse núcleo é conhecido por ser 

responsivo diante de situações de estresse, como, por exemplo, o estresse imunológico. Frenois et 

al (2007) demonstraram um aumento no número de neurônios reativos à c-Fos no BNST em 

animais que receberam uma alta dosagem (830 µg/Kg por via i.p) de LPS  

 Já a área pré-óptica mediana é um núcleo hipotalâmico composta por neurônios 

termossensíveis que recebem aferências térmicas tanto centrais quanto periféricas, importantes 

para o desenvolvimento da febre diante de situações de inflamação, sendo considerada a principal 

área termorregulatória do cérebro (BOULANT, 1998; STEINER; BRANCO, 2003). Sabe-se que 

durante o estabelecimento da resposta inflamatória de fase aguda, como por exemplo, a resposta 

evocada logo após a administração do LPS, células imunológicas como os macrófagos, fazem 

aumentar os níveis de PGE2 no plasma. O PGE2, por sua vez, alcançará o SNC, podendo ser por 

vias diretas ou indiretas, promovendo alterações comportamentais e também térmicas 

(BLATTEIS, 2006; LI et al, 2006; STEINER et al, 2006). Sabe-se que presença de PGE2 na 

MPOA, seja aquela oriunda da periferia chegando através do órgão vasculoso da lâmina terminal 

(OVLT), seja aquela produzida centralmente por meio da ativação de COX-2, irá promover um 

aumento do setpoint termorregulatório, levando, por exemplo, a um aumento da produção de calor 

através do desacoplamento da cadeia respiratória no tecido adiposo marrom, instalando, desse 

modo, um estado febril nos animais (BLATTEIS, 2006; JEZEK, 2002; SIMM, 2016).  

 No presente estudo nós encontramos um aumento de células marcadas positivamente para 

c-Fos na área MPOA nos animais prenhes que receberam LPS no 12º DG, sendo condizente com 

os dados da literatura científica, ainda mais quando associamos o aumento de c-Fos com as 

alterações térmicas encontradas por meio da análise via telemetria no mesmo dia de tratamento. É 

importante ressaltar que não encontramos diferenças no número de células marcadas positivamente 

para c-Fos nos animais pertencentes ao 20º dia de gestação.  

 Já o núcleo paraventricular do hipotálamo (PVN) e o núcleo supraóptico (SON) são núcleo 

hipotalâmicos envolvidos em diversas funções neuroendócrinas e também comportamentais, como 

resposta ao estresse e manutenção do comportamento materno (PEREIRA et al, 2015; VAN DE 
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KAR; BLAIR, 1999). O PVN abriga, na verdade, duas grandes populações de neurônios: os 

magnocelulares e os parvocelulares. Os neurônios magnocelulares sintetizam vasopressina e 

ocitocina. Já os neurônios parvocelulares, por sua vez, sintetizam o hormônio liberador de 

corticotrofina. O SON é composto exclusivamente por neurônios magnocelulares, produtores de 

ocitocina (PIRNIK; MRAVEC; KISS, 2004; V AN DE KAR; BLAIR, 1999). A ocitocina 

desempenha papel crucial no parto e também na lactação, sendo estas atuações clássicas e bem 

elucidadas na literatura. No entanto, estudos atuais demonstram que a ocitocina também está 

envolvida com a modulação da resposta imunológica, haja vista que células do sistema imune 

expressam receptores para este determinado hormônio (YANG et al, 2013; ORLANDI, 2015). 

 Nossos dados demonstraram que os animais prenhes que receberam a administração 

intraperitoneal de LPS no 12º DG apresentaram um elevado número de células marcadas 

positivamente para c-Fos tanto no PVN quanto no SON quando comparado aos animais controle. 

Já no 20ºDG não há qualquer alteração em relação ao número de células que expressam c-Fos 

comparando-se os animais controle e LPS. Desse modo, podemos afirmar que a administração de 

LPS no 12º DG promove aumento do número de neurônios ativos em ambas regiões analisadas. 

Já é de conhecimento clássico na literatura que a administração, seja intravenosa ou intraperitoneal 

de LPS, é capaz de aumentar as concentrações plasmáticas de ocitocina e vasopressina, além de 

ser capaz também de aumentar a imunorreativade para c-Fos tanto no PVN quanto no SON 

(KASTING, 1986; MATSUNAGA et al, 2000).  

 Nossos dados são inéditos, uma vez que mostram o uso do LPS em ratas prenhes em 

diferentes estágios gestacionais e, mais ainda, demonstra haver uma resposta diferencial à nível 

central, quando estudado a imunomarcação para c-Fos.  

 A área septal lateral (LS)é uma área pertencente ao sistema límbico e está associada a 

resposta cardiovasculares evocadas por situações de estrese, podendo citar o estresse por 

contenção, por exemplo. É sabido que a LS quando ativada promove aumento da pressão arterial 

(KANAYA et al, 2003; KUBO et al, 1996).  

 Tanto o hipocampo quanto a área septal podem ser consideradas como sendo uma estrutura 

em conjunto, uma vez que apresentam uma estreita conexão anatômica, além de compartilharem 

um papel de grande importância nas funções cognitivas, particulares em relação à informações 

espaciais na consolidação da memória e integração do comportamento emocional. A área septal e 
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o hipocampo constituem no substrato neural do sistema de inibição comportamental que é ativado 

por situações de estresse emocional ou ansiedade, segundo Jeffrey Gray.  

 Nossos resultados demonstram que o LPS no 12º DG promoveu um aumento expressivo 

no número de células marcadas positivamente para c-Fos na LS, não sendo observado esse 

aumento quando analisado no 20º DG.  

 Ao proceder a análise estereológica do córtex piriforme, notamos um aumento de células 

marcadas positivamente para c-fos após o tratamento com LPS no 12DG, não observando 

diferenças no 20ºDG. Nossos dados estão de acordo com os estudos de Ma e colaboradores (2014), 

os quais encontraram aumento na expressão de c-fos após 120 minutos a aplicação de LPS em 

áreas como córtex piriforme e também em outras regiões tais como o PVN, SON e amígdala. No 

entanto, cabe ressaltar que Ma e demais colaboradores utilizaram a dose de 100µg/Kg de LPS. Em 

nosso estudo, usamos a dose de 200µg/Kg e as ratas encontravam-se no 12º DG. 

 Após a verificação da marcação diferencial por meio do estudo imunohistoquímico, nossos 

achados levam a crer que há uma resistência central que ocorre no 20º dia de gestação, não 

permitindo que haja ativação neuronal em áreas preponderantes para a manifestação do 

comportamento doentio. A fim de verificar a produção de citocinas após a administração do LPS 

em animais prenhes, procedeu-se a coleta do plasma e dosagem de citocinas por meio da técnica 

ELISA 

 

 

7.7 DOSAGEM DE CITOCINAS 

 

 

Nossos dados demonstram que no 12º DG há aumento de TNF-α em animais prenhes que 

receberam a administração do LPS, sendo que a coleta do plasma foi realizada 2 horas após a 

aplicação. O mesmo não é observado nos animais desafiados imunologicamente por meio do LPS 

no 20º DG. Além disso, não foi observada alterações nas concentrações plasmáticas de outras 

citocinas analisadas, como a IL-1β e IL-6, após 2 horas da aplicação do LPS. 

É sabido que o TNF-α é um componente pirogênico endógeno que atua no eixo hipotálamo-

hipófise e possui ações imunoestimulatórias importantes no que concerne ao combate de infecções, 

provocando a liberação de neutrófilos, produção de superóxidos, lisozimas e também ativação de 
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macrófagos (DINARELLO, 2004). No entanto, estudos afirmam que o TNF-α apresenta um 

importante papel criogênico endógeno na modulação da resposta febril (LONG; MORIMOTO; 

NAKAMORI, 1992; LEON et al, 1997) sendo que a concentração plasmática desta referida 

citocina encontra-se aumentada após a indução da endotoxemia, sendo que o pico da concentração 

é atingido em cerca de uma ou duas horas após a aplicação do LPS (BUENO et al, 1999; CABRAL, 

2016), dados estes que convergem com os resultados apresentados neste presente trabalho. Além 

do mais, demonstramos outrora, ao analisarmos a temperatura dos animais prenhes, que há uma 

queda acentuada da temperatura corpórea nas primeiras duas horas após a administração do LPS 

em animais no 12º DG. 

Como dito anteriormente, sabe-se que a gestação é uma fase na qual há uma alteração no 

balanço entre as citocinas pirogênicas e criogênicas após a exposição de um composto pirogênico 

exógeno (FOFIE; FEWELL. MOORE, 2005; ASHDOWN et al, 2007). A aplicação de160 μg/kg 

de LPS em ratas prenhes aumentou apenas as concentrações plasmáticas de IL-1ra e TNF-α sem 

alterar os níveis de citocinas pirogênicas, como IL-6 e IL-1 β (FEWELL et al, 2010). 

Portanto, nossos dados corroboram para as informações já descritas na literatura cientifica, 

uma vez que a concentração de TINF-α encontra-se elevada após 2 horas da aplicação do LPS em 

animais prenhes no 12ºDG.  

Já a IL-1β, por sua vez, está ligada às alterações comportamentais do quadro do 

comportamento doentio. Estudos demonstram que a administração seja central ou até mesmo 

periférica de IL-1β é capaz de induzir os efeitos do comportamento de fase aguda, incluindo febre 

e ativação do eixo HHA, além de evocar o comportamento semelhante à depressão em animais. Já 

animais deficientes em caspase-1 (enzima conversora da forma inativa na forma madura do IL-1β) 

são menos sensíveis aos efeitos tipo-depressivos do LPS, como na ingestão alimentar quando há a 

administração através de via i.c.v. (DANTZER, 2009). 

A produção de IL-1β, estimulada pelo LPS, atua na barreira hemato-encefálica estimulando 

a síntese de prostaglandinas que difundem pelo parênquima e estimulam células que apresentam 

receptores para tal mediados, sendo encontradas tais células em regiões encefálicas como a área 

pré-óptica (POA), PVN e SON, conhecidas regiões que controlam as alterações térmicas e 

respostas neuroendócrinas frente à ativação imune periférica (KONSMAN; VIGUES; 

MACKERLOVA, 2004; CABRAL, 2016). 
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É importante destacar que a ação das citocinas ocorre de maneira conjunta, sendo que a 

deficiência em uma delas pode ser compensada por outra (DANTZER, 2009). Desse modo, nosso 

estudo propõe que embora não haja a elevação significativamente de IL-1β e nem de IL-6 em 

animais endotóxicos no 12º DG, isso é compensando pela atuação da TNF-α.  

Em relação à dose de LPS utilizada no presente trabalho, nossos dados convergem com 

resultados já descritos na literatura científica. Bison e colegas, em 2008, evidenciaram que 

diferentes doses de LPS (1, 5, 15, 50, 125, ou 250 µg/kg) em ratos da linhagem Sprague Dawley 

induziu elevação dos níveis plasmáticos da citocina pró-inflamatória TNF- α, além de 1IL-1β e 

IL-6 em 2 horas após a administração do LPS. 

As citocinas são produzidas por meio das células imunológicas a fim de combater diversos 

patógenos invasores. No sistema imune, as citocinas agem reconhecendo as partículas invasoras, 

bem como participando também das respostas adaptativas ou ainda das reações homeostáticas 

(AVITSUR; YIRMIYA, 1999; ADEREM; ULEVITCH, 2000; KIRSTEN, 2008). 

Já no SNC, as citocinas atuam influenciando os neurotransmissores centrais, tais como a 

dopamina, serotonina, noradrenalina, GABA, acetilcolina, neuropeptídios e diversos outros. 

Ademais, as citocinas também atuando promovendo a diferenciação e o crescimento neuronal, na 

migração de neurônios em direção a seus alvos e também atuam na modificação da plasticidade 

sináptica (DANTZER, 2005; DUNN, 2006; HAVA et al, 2006). 

As citocinas podem ainda ativar o eixo HPA ou HHA através da liberação do fator liberador 

de corticotrofina oriunda do hipotálamo, o qual, por sua vez, secreta o hormônio 

adrenocorticotrófico da pituitária, ocasionando num aumento na concentração de glicocorticoides 

na corrente sanguínea. Sabe-se que durante o processo inflamatório, essas citocinas são capazes 

de estimular e manter a produção de glicocorticoides em níveis elevados (CHROUSOS, 1995; 

TURNBULL; RIVIER, 1999; MASTORAKOS; CHROUSOS; WEBER, 1993. ARAFAH, 2010). 

Porém, as citocinas também podem inibir o eixo hipotálamo-hipófise-gonadal, ao reduzir a 

secreção de hormônios sexuais, como o hormônio gonadotrófico, hormônio luteinizante, hormônio 

folículo estimulante e esteroides ovarianos, interferindo na modulação do comportamento 

reprodutivo e sexual (AVITSUR; POLLAK; YIRMIYA, 1997; MEYER et al, 2005; KIRSTEN, 

2010).  

A regulação da atividade do eixo HHA, secreção hormonal, resposta comportamental e 

proliferação celular é feita, sobretudo, pelas citocinas, as quais são responsáveis pela comunicação 
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entre o sistema imunológico e o sistema neuroendócrino (DANTZER, 2009). As citocinas são 

fundamentais para que o organismo responda de forma precisa, eficaz e apropriada frente à 

exposição ao agente infecciosos, não apenas modulando a resposta febril, mas também induzindo 

importantes alterações comportamentais como descrito previamente (KIRSTEN, 2009). A 

produção de citocinas, em especial as pró-inflamatórias, associada como uma maior síntese de 

prostaglandinas leva ao comportamento doentio através da estimulação da atividade do eixo HHA 

e considerável aumento nos níveis de ACTH e glicocorticoides (BANKS; ERICKSON, 2010; 

MCCUSKER; KELLEY, 2013).  

A fim de verificar a responsividade do eixo HPA e a produção de corticosterona, que é um 

glicocorticoide em ratos, procedeu-se a coleta do plasma e dosagem de corticosterona através da 

técnica de radioimunoensaio.  

 

 

7.8 DOSAGEM DE CORTICOSTERONA 

 

 

Em nossos achados verificamos que tanto os animais submetidos à endotoxemia no 12º DG 

apresentaram elevada concentração plasmática de corticosterona, demonstrando, desse modo, que 

o eixo está respondendo ao estímulo estressor. Não foram encontradas alterações entre o grupo 

controle e o grupo LPS no 20ºDG.   

Sabe-se que durante a gestação e a lactação de mulheres e fêmeas de roedores, há modificações 

do eixo HPA podendo ocasionar em respostas comportamentais alteradas, provocando ainda, uma 

hiporresponsividade perante às situações de estresse, uma vez que o eixo se encontra 

significativamente diminuído (BRUNTON; RUSSELL; DOUGLAS, 2008; HILLERER et al, 

2011; NEUMANN, 2003; SLATTERY; NEUMANN, 2007). No início da gestação a concentração 

de glicocorticoides encontra-se reduzida significativamente e somente começarão a se elevar por 

volta do 10º dia de gestação em camundongos (BARLOW; MORRISON; SULLIVAN, 1975), 

bem como em ratos (ATKINSON; WADDELL, 1995). 

É sabido que o LPS é um potente agente inflamatório e também é considerado um estressor 

fisiológico (REYES et al, 2003). As citocinas produzidas por essa endotoxina ativam o eixo HPA 

e consequentemente produzem um aumento nos níveis de glicocorticoides (PRUETT, 2003). A 
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ativação do eixo HPA se dá através da ativação de neurônios parvocelulares no PVN que expressão 

CRH. Desse modo, diante de situações de estresse aguado ou mesmo crônico, há liberação de CRH 

com consequente síntese e secreção de ATCH e corticosterona (CONN; FREEMAN, 2000). 

Tais dados corroboram com os nossos achados, uma vez que encontramos aumento nos níveis 

plasmáticos de corticosterona após a administração de LPS em animais prenhes no 12ºDG além 

de encontrarmos também ativação de neurônios no PVN, observados por meio de estudo 

imunohistoquímico. No entanto, não é possível afirmar que haja ativação de neurônios 

parvocelulares desta referida região.  

O sistema catecolaminérgico, proveniente do tronco encefálico, inerva importantes regiões do 

cérebro que estão envolvidas com as respostas ao estresse e exerce um importante papel na 

ativação do eixo HPA. É sabido que neurônios noradrenérgicos localizados no NTS e também na 

região da medula ventrolateral A1 (VLM) projetam neurônios tanto direta quanto indiretamente 

para a região parvocelular medial do PVN e fornecem informações excitatórias para neurônios 

CRH desta localidade (ERICSSON; KOVACS; SAWCHENKO, 1994; BULLER et al, 2004), 

neurônios estes que expressam receptores adrenérgicos α. É demonstrado que tanto noradrenalina 

quanto agonistas seletivos de receptores α1 excitam neurônios CRH e auxiliam a promover a 

transcrição gênica para CRH (PLOTSKY, 1997; ITOKI et al, 1994; DOUGLAS et al, 2005). Além 

do mais, estudos demonstram que o uso de antagonistas de receptores α1 bloqueiam a atividade 

do eixo HPA (PLOTSKY,1997). A administração de IL-1β, por exemplo, é capaz de promover a 

ativação do eixo HPA pela ativação de neurônios noradrenérgicos A2 no NTS, provocando a 

liberação de noradrenalina em direção ao PVN (DOUGLAS et al, 2005; MOHANKUMAR, P.S.; 

QUADRI, 1993; TERRAZZINO; PEREGO; DE SIMONI, 1995). Porém, é importante ressaltar 

que a ativação do eixo HPA em situações tais como a administração de IL-1β é contrastante e 

diferencial entre ratas não prenhes e ratas prenhas, sobretudo em períodos finais da gestação (340). 

A resposta do eixo HPA é suprimida no final da gestação, refletida pela secreção atenuada de 

ACTH e corticosterona além da redução da estimulação da expressão de RNAm para Crh no PVN 

(BRUNTON et al, 2005; PLANT; ZELEZNIK, 2015). Isso parece ser resultado da redução da 

atividade ou mesmo da eficácia da entrada de noradrenalina nos neurônios CRH na região 

parvocelular do PVN, sendo que o desafio imunológico através do uso de IL-1β não foi capaz de 

evocar a liberação de noradrenalina no final da gestação (BRUNTON et al, 2005; PLANT; 

ZELEZNIK, 2015). Além disso, no período final da gestação, o nível de expressão de RNAm para 
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o receptor adrenérgico α1A está diminuído no PVN (DOUGLAS et al, 2005). Portanto, o 

conhecimento acerca da redução do impulso noradrenérgico em neurônios CRH do PVN é 

fundamental para a compreensão das respostas sobre a ativação do eixo HPA frente a estímulos 

estressores (PLANT; ZELEZNIK, 2015). 

Nossos dados levam à crer que há uma resistência central que impede as manifestações do 

comportamento doentio no período final da gestação, uma vez que não há alterações 

comportamentais, térmicas e de produção de citocinas e nem tampouco alterações hormonais após 

a administração do LPS no 20º DG. Propõe, nesse ponto, que há uma resistência a nível central 

possivelmente inibindo a ativação microglial, impedindo, desse modo, os sintomas cardeais do 

comportamento doentio. Isso é plausível uma vez que ao analisarmos a ativação neuronal por meio 

do estudo imunohistoquímico com c-Fos observamos que no 20º DG não há diferença de células 

marcadas positivamente para c-fos nas regiões encefálicas estudadas. Para aprofundar nossos 

estudos, procedeu-se à mensuração de proteínas no hipotálamo de animais prenhes quanto à 

ativação de micróglia e astrócitos.  

 

 

7.9. WESTERN BLOT 

 

 

O LPS, administrado perifericamente, é capaz de ativar a micróglia, que são as principais 

células imunes do sistema nervoso central (HOOGLAND et al, 2015). A micróglia pode estar em 

um estado de repouso, sendo inativa, no qual nota-se um estado morfológico onde a célula 

encontra-se ramificada. Porém, diante de situações como infecções, a micróglia pode ser ativada, 

alterando-se sua morfologia, apresentando um formato morfológico ameboide (KETTENMANN 

et al, 2011). A micróglia em estado de repouso funciona de modo a supervisionar o ambiente neural 

em busca de danos ou sinais perigosos, estando pronta para oferecer suporte à neurônios 

potencialmente ameaçados ou até mesmo para interferir diante da ameaça potencial à integridade 

do tecido (HOOGLAND et al, 2015). Sinais de perigo podem promover a ativação da micróglia, 

causando uma transformação de estado a fim de ativar tais células, mudando, também, seu 

fenótipo. O fenótipo conhecido como M1 da micróglia ativada é caracterizado por produzir 

citocinas pró-inflamatórias e exercem um papel neurotóxico (TANG; LE, 2015, MOEHLE; 
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WEST, 2014). Já o fenótipo M2, por sua vez, é ativado através de sinais a partir de células 

apoptóticas e atuam exercendo papeis importantes na remodelação e reparo tecidual (TANG; LE, 

2015; MOEHLE; WEST, 2014 HANISCH, KETTENMANN, 2007).  

Estudos experimentais têm demonstrado que a ativação periférica do sistema imunológico 

usando-se, para isso, o LPS, causa uma resposta no cérebro causando ativação microglial. 

Pesquisas utilizando apenas uma única injeção de LPS evidenciam que a micróglia foi 

moderadamente ativada após 3 horas de aplicação da endotoxina bacteriana, atingindo o ápice da 

ativação após 8 horas e até 2 dias, sendo que o retorno ao estado normal ocorre após 7 dias à 

endotoxemia (HOOGLAND et al, 2015; BUTTINI; LIMONTA; BODDEKE, 1996). 

O mecanismo exato que relaciona o desafio imunológico sistêmico à ativação microglial 

ainda não está plenamente elucidado pela ciência. Diversos mecanismos fisiopatológicos 

influenciam este processo. A micróglia pode ser ativada através de aferências autonômicas, sendo 

que em particular, destaca-se o nervo vagal, pela ativação da barreira hematoencefálica e também 

através do transporte de citocinas e/ou quimiocinas pró-inflamatórias através dos órgãos 

circunventriculares ou ainda através de células epiteliais que se localizam próximas à barreira 

(QUAN; BANKS, 2007). Em estudos nos quais a ativação microglial não foi observada, a 

expressão de TLR não estava expressa de maneira diferente quando se comparada com o grupo 

controle (NGUYEN et al, 2004; BILBO et al, 2010).  

Em nosso estudo, não evidenciamos a ativação microglial através da técnica de Western 

Blot, quando comparamos os níveis de expressão de IBA-1, receptor classicamente envolvido com 

a ativação microglial, em nenhum dos dias de gestação estudados após a administração do LPS. 

Acreditamos, no entanto, que o tempo analisado não foi suficiente para observar a ativação da 

micróglia, uma vez que os estudos já demonstraram que houve mudança para um estado ativado 

da micróglia no tempo mínimo à partir de 3 horas. Qin e colaboradores (2007) encontrou que a 

micróglia estava ativada após 2 horas, porém utilizou camundongos pertencentes à linhagem B6 

como modelo experimental e usou LPS do sorotipo O111:B4 administrado na dose de 5 mg/Kg, 

sendo que o nosso estudo é inédito uma vez que utilizamos o LPS na dose de 200 µg/Kg e os 

animais encontravam-se prenhes no momento do desafio imunológico. Sendo assim, não foi 

possível observar a ativação microglial neste caso.  
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O LPS é capaz de promover a ativação dos astrócitos, sendo este, um dos principais eventos 

da neuroinflamação. Uma vez ativados, os astrócitos auxiliam na expressão de citocinas pró-

inflamatórias além de iNOS, tal como reportado por Lu e colaboradores (2010).  

Além do mais, é demonstrado que a administração central de LPS na dose de 4µg/Kg 

diretamente no estriado de camundongos pertencentes à linhagem C57/BL6 é capaz de promover 

o aumento na expressão de GFAP após 24 horas. Desse modo, é possível afirmar que há uma 

ativação astrocitária em resposta ao LPS (BRAHMACHARI; FUNG; PAHAN, 2006).  

Demais estudos utilizando como modelo experimental ratos WISTAR demonstraram um 

aumento na expressão de GFAP em regiões como o córtex, hipocampo e mesencéfalo após a 

administração intraperitoneal de LPS. Porém, a dose utilizada foi de 10 mg/Kg. Tal evidencia 

permite afirmar que também a inflamação periférica é capaz de ativar as células astrocitárias 

(SEMMLER et al, 2005). 

O GFAP foi inicialmente isolado à partir de estudos com placas de esclerose múltipla e 

tem sido reconhecido como sendo um importante marcador de diferenciação de astrócitos, 

constituindo um dos principais filamentos intermediários de astrócitos adultos (ENG et al, 1971; 

GOMES et al, 1999). 

É sabido que o TNF-α, uma citocina pluripotente, exerce efeitos tido como mitogênicos 

em astrócitos. O tratamento de TNF-α foi capaz de diminuir o conteúdo de GFAP além de diminuir 

também o nível de RNAm em astrócitos secundários bovinos maduros (SELMAJ et al, 1991). 

Além do mais, é notado uma redução nos níveis de RNAm de GFAP em culturas de astrócitos 

tratadas com TNF-α, sem no entanto, observar alterações no conteúdo do GFAP nestas células 

(OH; MARKELONIS; OH, 1993; GOMES et al, 1999). Murphy e colaboradores (1995) 

observaram também uma diminuição no conteúdo de GFAP em células de glioblatoma humanas 

U373 mediante o tratamento com TNF-α. Tais evidências demonstram a influência da citocina 

TNF-α na expressão de GFAP em astrócitos. Portanto, em nossos achados, como fora demonstrado 

anteriormente que a há aumento na concentração plasmática de TNF-α em animais que receberam 

LPS no 12DG, tal aumento impediu que houvesse alta expressão de GFAP no hipotálamo. 

Além do mais, é sabido que a expressão de GFAP em astrócitos é influenciada por diversos 

fatores trais como a idade, o dano neuronal e também por hormônios esteroides (DAY et al, 1993). 

Estudos como conduzidos por Arias e colaboradores notaram que há um aumento da 

imunopositiviade ao GFAP em regiões como CA1 e CA3 no hipocampo de ratas na fase de 
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proestro, fase esta onde encontram-se elevados níveis de progesterona e também de estradiol. É 

demonstrado ainda na literatura científica que a progesterona é capaz de induzir a expressão de 

agrina, uma proteína astrocitária envolvida com a formação de sinapses, enquanto que o estradiol 

acelera o processo de diferenciação de células indiferenciadas em neurônios ou astrócitos e 

também promove o aumento do conteúdo de GFAP (ARIAS et al, 2009; TOURNELL; 

BERGSTROM; FERREIRA, 2006; MERLO et al, 2007; GÓMORA-ARRATI, 2010). O estradiol 

é capaz de modular a forma dos astrócitos e sua função no hipotálamo durante o desenvolvimento, 

além de regular a expressão de GFAP em modelos tanto in vivo quanto também in vitro no 

hipotálamo e também no hipocampo de ratos (DAY et al, 1993; STONE et al, 1998; GARCIA-

SEGURA; Mc CARTTHY, 2004). Ademais, é sabido que ratas em períodos finais da gestação 

apresentam aumento da imunorreatividade ao GFAP na MPOA e também no hipocampo, quando 

se comparado com animais virgens (KINSLEY; LAMBERT, 2008). 

Não obstante, destaca-se ainda que há um padrão de expressão diferencial de GFAP no 

cérebro durante a gestação e o início da lactação. Há aumento de GFAP no hipocampo ao longo 

da gestação, enquanto que uma diminuição na expressão deste importante marcador é observado 

no cerebelo. Estudos demonstram que o conteúdo de GFAP está aumentado no córtex frontal e 

também no hipotálamo nos dias 14 e 18 de gestação, respetivamente. Porém, nota-se que o 

conteúdo de GFAP está diminuído no 21º dia de gestação. Já na área pré-optica foi observado uma 

diminuição o conteúdo de GFAP no dia 14 de gestação com aumento nos níveis entre os dias 18 e 

21 de gestação. Os pesquisadores afirmam que a expressão diferencial de GFAP ao longo da 

gestação é devido a alterações no funcionamento do cérebro durante este importante estágio 

reprodutivo (GÓMORA-ARRATI, 2010).  

Em nossos estudos, não observamos alteração na expressão de GFAP hipotalâmico mesmo 

em fêmeas que receberam administração de salina no 20ºDG, embora haja uma queda de 23,3988% 

da expressão de GFAP / actina quando se comparado com os animais no 12DG. Há de se considerar 

que no nosso estudo investigamos a expressão de GFAP hipotalâmico no 20DG, enquanto que o 

estudo conduzido por Gómora-Arrati e colaboradores (2010) trabalhou com ratas no 21DG Há 

uma tendência ao aumento do GFAP nos animais do 20DG que receberam LPS, porém não foi 

encontrada diferença significativa neste referido grupo, possivelmente devido à baixa dosagem de 

LPS utilizada.  
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8 CONCLUSÃO  

 

 

 Com base nos resultados obtidos, pode-se afirmar que o 12º dia de gestação é o dia mais 

vulnerável à ação do LPS, uma vez que os animais encontram-se em comportamento doentio 

acentuado, além de exibirem alterações térmicas, hormonais e imunes decorrentes da ação do LPS. 

Portanto, ao final do presente estudo, evidencia-se que no 12DG a fêmea está em seu estado 

hiperresponsivo ao desafio imunológico. 

 Por outro lado, o 20º dia de gestação não apresentou qualquer alteração comportamental, 

hormonal, termorregulatória e imunológica frente ao LPS, sendo este dia, portanto, caracterizado 

como o dia de gestação no qual a fêmea encontra-se hiporrenponsiva ao desafio imunológico. A 

hiporresponsividade deve-se à não ativação de áreas centrais envolvidas com a manifestação do 

comportamento doentio, além da incapacidade do LPS em ativar o eixo HPA e também de 

promover a neuroinflamação.  
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APÊNDICE A 

Tabela 19- Valores referentes à distância total percorrida de animais prenhes expostos ao teste do campo aberto após 

a indução de endotoxemia por LPS 

Dia de gestação/ Média; 

Desvio padrão e N 

Controle LPS 

6DG Média= 3187 ±1415; N= 17 Média= 2017±809,3; N= 22 

9DG Média=2803; ±515,7; N=10 Média= 1561± 1092; N= 7 

12DG Média= 3463±676,1; N=19 Média= 1677± 927,1; N=19 

15DG Média= 2255± 601; N=11 Média= 1038± 687,4; N=11 

18DG Média= 2850± 511,3; N=9 Média=2547± 1291; N=11 

20DG Média= 1618± 570,4; N=13 Média= 1269± 583,2; N=13 

 

Tabela 20 - Valores obtidos ao analisar o tempo imóvel de animais prenhes expostos ao teste do campo aberto após a   

indução de endotoxemia por LPS 

Dia de gestação/ Média; 

Desvio padrão e N 

Controle LPS 

6DG Média= 48,03± 28,55; N=16 Média= 75,45± 43,04; N=23 

9DG Média=55,88± 15,31; N=10 Média= 136,4± 93,88; N=8 

12DG Média= 38,53± 17,23; N=19 Média= 128± 66,7; N=19 

15DG Média= 76,9± 25; N=11 Média= 156,4± 76,98; N=13 

18DG Média= 62,86± 32,84; N=12 Média=83,45± 38,52; N=11 

20DG Média= 102,1± 44,8; N=13 Média= 123,2± 52,09; N=13 

 

 

 

 

 

 

Fonte: do autor 

 

 

Fonte: do autor 
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Tabela 21 - Dados referentes ao delta da ingestão alimentar em 24 horas em animais prenhes submetidos ao desafio 

imunológico 

Dia de gestação/ Média; 

Desvio padrão e N 

Controle LPS 

6DG Média= 19,27± 5,092; N=19 Média= 11,41± 6,962; N=22 

9DG Média=20,77± 7,697; N=9 Média= 8,467± 10,34; N=11 

12DG Média= 22,75± 4,634; N=19 Média= 4,903± 4,936; N=19 

15DG Média= 25,39± 3,462; N=11 Média= 8,466± 7,638; N=16 

18DG Média= 24,78± 5,816; N=10 Média=9,114± 8,646; N=11 

20DG Média= 19,81± 6,642; N=13 Média= 17,7± 7,646; N=13 

 

Tabela 22- Valores referentes ao efeito do LPS após 2 horas de sua aplicação na interação social de animais prenhes 

ao longo da gestação 

Dia de gestação/ Média; 

Desvio padrão e N 

Controle LPS 

6DG Média= 39,63± 9,944; N=8 Média= 34,8± 11,73; N=8 

9DG Média= 52,89± 20,22; N=11 Média= 41,4± 22,95; N=10 

12DG Média= 98,29± 41,27; N=8 Média= 41,25± 33,1; N=11 

15DG Média= 37,88± 24,01; N=10 Média= 50,15± 44,58; N=11 

18DG Média= 70,95± 44,86; N=8 Média= 58,26± 29,45; N=8 

20DG Média= 51,12± 30,84; N=12 Média= 35,29± 18,84; N=12 

 

 

 

 

 

 

Fonte: do autor 

 

 

Fonte: do autor 
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Tabela 23- Valores referentes à preferência por sacarose em animais prenhes submetidos ao tratamento com LPS em 

diferentes dias ao longo da gestação 

Dia de gestação/ Média; 

Desvio padrão e N 

Controle LPS 

6DG Média= 97,76± 2,147; N=15 Média=84,82± 17,54; N=15 

9DG Média=96,27± 5,724; N=9 Média= 67,58± 32,9; N=9 

12DG Média= 99,02± 0,6503; N=9 Média= 72,19± 28,87; N=11 

15DG Média= 97,94± 5,117; N=11 Média= 66,46± 28,66; N=10 

18DG Média= 97,16± 2,11; N=8 Média=92,4± 11,53; N=8 

20DG Média= 98,5± 1,875; N=12 Média= 94,5± 7,921; N=13 

 

Tabela 24- Valores referentes à análise do índice térmico de animais nos 12DG e 20DG submetidos à endotoxemia 

através da administração de LPS (200 µg/Kg) no tempo entre 30-120 minutos.  

Dia de gestação/ Média; 

Desvio padrão e N 

Controle LPS 

12DG Média=-0,9363±30,408; N= 11 Média=-66,868±44,297; N= 9 

20DG Média=-14,208±27,443; N= 9 Média=-34,272±37,286; N= 10 

 

 

Tabela 25 - Valores referentes à análise do índice térmico de animais nos 12DG e 20DG submetidos à endotoxemia 

através da administração de LPS (200 µg/Kg) no tempo entre 150-250 minutos.  

Dia de gestação/ Média; 

Desvio padrão e N 

Controle LPS 

12DG Média= -0,347±29,595; N= 10 Média= 45,729±38,012; N= 8 

20DG Média=-33,855±46,558; N= 9 Média=-45,176±38,175; N= 10 

 

 

 

 

 

Fonte: do autor 

 

 

Fonte: do autor 

 

 

Fonte: do autor 
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Tabela 26- Efeito do LPS administrado i.p 2 horas antes da perfusão e coleta dos cérebros em animais prenhes no 

12º DG e 20º DG sobre a expressão de c-Fos em neurônios de diversas regiões encefálicas 

 Controle 12º DG  LPS 12º DG Controle 20º DG LPS 20º DG 

BNST 172,28±56,91; N=7 393,0±110,09; N=6 169,8± 78,02; N=7 193,57±134,047; 

N=7 

MPOA 166,5±23,95; N=7 290,83±15,69; N=6 148,28±33,26; N=7 155,16±41,14; N=7 

LS 209,28±22,34; N=7 384,33±60,22; N=6 172,57±33,47; N=7 245,2±52,23; N=5 

PCx 254,83±32,46; N=6 432,4±35,02; N=6 239,33±47,51; N=6 273,57±50,32; N=7 

PVN 90,14±39,60; N=7 249,85±78,82; N=7 80,57±39,48; N=7 93,0±52,26; N=7 

SON 21,42±6,13; N=7 73,28±30,66; N=7 29,28±15,35; N=7 25,71± 7,91; N=7 

 

Tabela 27. Efeito do desafio imunológico através da administração de LPS (200 µg/Kg) em  ratas prenhes no 12º 

DG e 20ºDG sobre a concentração plasmática de citocinas 

 

 

 

Tabela 28 -  Valores referentes ao efeito do LPS administrado em ratas prenhes no 12ºDG e 20ºDG sob a 

concentração plasmática de corticosterona analisada após 2 horas os tratamentos 

 

 

 

 

 

 

 

 Controle 12º DG  LPS 12º DG Controle 20º DG LPS 20º DG 

TNF-α 458,874±417,185; N=8 1434,77±1275,097; N=8 609,427±345,55; N=11 540,159±257; N=12 

IL-1β 835,904±365,514; N=9 1141,941±591,379; N=8 1368,351±645,507; N=11 1021,405±581,22; 

N=12 

IL-6 1100,425±1300,92; N=9 1119,653±849,915; N=8 1330,3789±1262,884; =11 1326,461±1509,388; 

N=11 

 Controle 12º DG  LPS 12º DG Controle 20º DG LPS 20º DG 

Corticosterona 27,129±10,434; N=7 52,768±21,978; N=7 31,616±13,771; N=10 45,535±11,207; N=10 

  Fonte: Do autor. 

  Fonte: Do autor. 

  Fonte: Do autor. 
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Tabela 29- Valores sobre a dosagem proteica no hipotálamo de ratas prenhes submetidas ao tratamento com LPS em 

diferentes dias de gestação 

 

 Controle 12º DG LPS 12º DG Controle 20º DG LPS 20º DG 

IBA-1 100,005±13,956; 

N=5 

86,727±18,234; N=5 94,587±18, N=5 102,051±16,416; 

N=5 

GFAP 100±8,445; N=4 108,644±9,107; N=4 76,601±46,477; N=4 139,487±117,403; 

N=4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  Fonte: Do autor. 
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Tabela 29-  Valores referentes à ingestão alimentar em 2, 4, 6 e 24 horas após a aplicação do LPS em diferentes dias de gestação 

 

 Controle 6 

DG (N=19) 

LPS 6DG 

(N= 22) 

Controle 9 

DG (N=10) 

LPS 9DG 

(N=11) 

Controle 

12DG 

(N=19) 

LPS 12DG 

(N=19) 

Controle 

15DG 

(N=11) 

LPS 15DG 

(N=16) 

Controle 18 

DG (N=10) 

LPS 18 DG 

(N=11) 

Controle 

20DG 

(N=13)  

LPS 20 DG 

(N=13) 

2 H 0,742±1,241 0,302±0,731 0,59±0,82 0,034±0,046 0.446±0,661 0,426±1,491 0,978±1,071 0,268±0,761 1,108±0.727 0,445±0,767 0,553±1,035 0,544±0,963 

4 H 0,498±1,625 0,4713±0,882 1,166±1,405 0,075±0,079 1,067±1,232 0,501±1,484 2,374±1,794 0,412±1,226 2,129±1,116 0,785±1,263 0,935±1,283 1,506±1,787 

6 H 1,544±1,934 1,064±1,452 1,99±1,420 0,050±1,389 1,645±1,571 0,697±1,695 4,704±3,294 0,614±1,255 3,377±1,192 0,852±1,256 1,726±1,858 1,996±1,891 

24 H 19,266±5,092 11,77±7,533 20,408±7,346 8,464±10,339 22,751±4,634 4,9±4,936 25,394±3,462 8,466±7,638 24,776±5,816 9,114±8,646 19,809±6,642 17,696±7,646 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


