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RESUMO

A administracdo do LPS de Escheria coli gera resposta imunoldgica e enddcrina, como a
producdo de citocinas pro-inflamatorias, producdo de prostaglandinas. Além disso, a
endotoxemia promove mudancas neuro-enddcrinas, como alteracbes no metabolismo da
noradrenalina e serotonina no cérebro além da ativacdo do eixo HPA provocando comportamento
doentio evidenciado por quadros de reducdo da capacidade exploratéria e locomotora, anorexia,
pirexia, anedonia, sonoléncia, reducdo do comportamento social e sexual, comportamento
semelhante & ansiedade e depressdo. Ja foi demonstrado na literatura que endotoxemia é capaz de
provocar hipotermia em animais prenhes além de apresentar significativa taxa de aborto e falhas
gestacionais. Além disso, foi evidenciado também que fémeas gestantes também apresentam o
comportamento doentio diante da administracdo do LPS com mudancas nos componentes da
interface materno-fetal importantes para o estabelecimento da homeostase uterina. Como a
ativacdo do eixo HPA é uma das respostas mais proeminentes da endotoxemia, o presente estudo
investigou a interferéncia de glicocorticoides no comportamento doentio em fémeas prenhes.
Para tanto, foi utilizado glicocorticoide exdgeno, a dexametasona, bem como, inibidores da
sintese de glicocorticoide, metirapona e mifepristone. A metirapona é um inibidor da enzima 11-
B-hidroxilase, a qual inibe o passo final de precursores da corticosterona. A mifepristone € um
antagonista de receptores de glicocorticoide e ligante de receptores de progesterona. Fémeas de
camundongos SWISS no 10° dia de gestacdo foram pré-tratadas com as referidas drogas, 30
minutos antes do tratamento com LPS. Apos duas horas, a temperatura retal foi aferida e foram
realizados testes comportamentais a fim de investigar comportamentos semelhante a ansiedade,
depressdo, além de observar a capacidade exploratdria e retencdo de informac@es a curto prazo. A
viabilidade gestacional também foi averiguada observando, para isso, o numero de filhotes
nascidos por ninhada. Foi observado que o tratamento com LPS provocou hipotermia nos animais
prenhes sendo que o pré-tratamento com dexametasona foi o Unico capaz de evitar tal efeito
através da reducdo da sintese de TNF-o. Tais achados fornecem indicios para o uso da
dexametasona como antipirético em quadros de endotoxemia durante a gestacdo. Além disso, foi
observado que o tratamento com LPS, independente do pré-tratamento utilizado, provocou um
comportamento doentio evidenciado pela reducdo da capacidade exploratéria e locomotora nos
animais prenhes submetidos aos testes comportamentais. Os presentes achados comportamentais
vao de encontro com a vasta literatura, indicando, adicionalmente, que o comportamento doentio
é dependente de citocina pro-inflamatéria e que o pré-tratamento com glicocorticoide ou
inibidores de sua sintese ndo sdo capazes de prevenir o comportamento doentio. O pré-tratamento
com metirapona foi o Unico capaz de evitar o aborto causado pelo LPS através da elevacdo dos
niveis plasmaticos de progesterona, a qual, por sua vez, protege o feto contra ataques
imunolégicos maternos durante a gestacéo e assegura o parto. Desse modo, a metirapona pode ser
usada a fim de prevenir abortos imunologicos provocados pela administracdo do LPS. Tais
achados sdo significativos a fim de evitar perdas gestacionais provocadas pela endotoxemia
evidenciando a metirapona como importante agente farmacoldgico. O pré-tratamento com
mifepristone, com ou sem exposi¢do ao LPS, provocou perda total da gestagdo. Tais achados vao
de encontro com a literatura cientifica e caracterizam a mifepristone como potente agente
abortivo capaz de interromper a gestacdo mesmo quando administrado ap6s o periodo de
implantacdo embrionaria.

Palavras chave: Comportamento doentio. Gestacdo. Hipotermia. Aborto. Glicocorticoide



ABSTRACT

Administration of LPS from Escherichia coli generates endocrine and immune response, such as
the production of proinflammatory cytokines and prostaglandin production. Furthermore,
endotoxemia promotes neuroendocrine changes such as alteration on the metabolism of
norepinephrine and serotonin in the brain beyond the activation of HPA axis resulting in sickness
behavior evidenced by the reduction of exploratory locomotor ability and anorexia, pyrexia,
anhedonia, drowsiness, reduction behavior social and sexual behavior similar to anxiety and
depression. Has been shown in the literature that endotoxemia is able to cause hypothermia in
pregnant animals as well as presenting significant abortion and pregnancy failure. In addition, it
has been shown that pregnant animals also exhibit the sickness behavior in response to LPS
administration with important changes in the components of the maternal-fetal interface for
establishing uterine homeostasis. Since the activation of the HPA axis is one of the most
prominent responses of endotoxemia, the present study investigated the interference of
glucocorticoids in sickness behavior in pregnant females. For this purpose, we used exogenous
glucocorticoid, dexamethasone, as well as glucocorticoid synthesis inhibitors, metyrapone and
mifepristone. The metyrapone is an inhibitor of the enzyme 11-B-hydroxylase, which inhibits the
last step of precursors of corticosterone. The mifepristone is an antagonist of glucocorticoid
receptors, and progesterone receptor binding. SWISS female mice at 10th day of pregnancy were
pre-treated with said drug, 30 minutes before the LPS treatment. Two hours after, the rectal
temperature was measured and behavioral tests were performed to investigate the behavior like
anxiety, depression, addition to observing the exploratory ability and short-term information
retention. Gestational viability was also investigated observing, for this, the number of pups born
per litter. It was observed that the treatment with LPS caused hypothermia in pregnant animals
and that pretreatment with dexamethasone was the only one able to avoid this effect by reducing
TNF-a synthesis. These findings provide evidence for use of dexamethasone as an antipyretic in
endotoxemia frames during pregnancy. Furthermore, was noted that the LPS treatment,
regardless of pretreatment employed provoked sickness behavior evidenced by the reduction in
the exploratory and locomotor ability in the pregnant animals subjected to behavioral testing.
Behavioral study findings corroborate with the vast literature, indicating additionally that
sickness behavior is dependent on proinflammatory cytokine, and that pretreatment with
glucocorticoids, or inhibitors of its synthesis are not able of preventing sickness behavior.
Pretreatment with metyrapone was the only one capable of preventing abortion caused by LPS
through elevated plasma levels of progesterone, which in turn protects the fetus from maternal
immune attack during pregnancy and assures delivery. Thereby metyrapone can be used to
prevent immunological abortions caused by LPS administration. These findings are significant to
prevent pregnancy loss caused by endotoxemia indicating metyrapone an important
pharmacological agent. Pretreatment with mifepristone, with or without exposure to LPS
provoked a total loss of the pregnancy. These findings run counter to scientific literature and
characterize the mifepristone as powerful abortive agent able to interrupt pregnancy even when
administered after a period of embryo implantation.

Key words: Sickness behavior. Pregnancy. Hypothermia. Abortion. Glucocorticoid
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1 INTRODUCAO

O sistema imune e o sistema nervoso central interagem entre si de forma mutua e
bidirecional, de modo que a ativagdo do sistema imune produzira mudancgas neuroenddcrinas e
neurovegetativas, a0 mesmo passo que a estimulacdo, seja elétrica ou quimica, do sistema
nervoso central surtira em alteraces do funcionamento do sistema imune. A ciéncia destinada a
estudar a interacdo entre estes dois grandes sistemas, seja no campo anatdmico, funcional ou
comportamental, pode ser chamado de Neuroimunologia, Neuroimunomodulagdo ou ainda
Psiconeuroimunologia. Os primeiros estudos realizados nesse sentido demonstraram que diante
de um desafio imunoldgico havia um aumento de até trés vezes da concentracdo de
corticosterona, com concomitante aumento da producdo de anticorpos, demonstrando, portanto,
que a ativagdo do sistema imune influencia na atividade cerebral de modo que haja uma maior
producdo de corticosterona, um horménio secretado através da ativacdo do eixo hipofise-
pituitaria-adrenal (HPA). O sentido contrario, ou seja, a estimulacdo do sistema nervoso central
influenciando o sistema imune também fora provado. Demonstrou-se que um aumento da
atividade elétrica no hipotadlamo ventromedial produzia um pico da resposta de anticorpos na
imunizagdo primaria.

Através de experimentos no campo da Neuroimunologia foi possivel concluir que uma
das principais respostas do sistema nervoso central frente a estimulacdo e ativacdo do sistema
imune é a ativacdo do eixo HPA e producdo final de glicocorticoides. Estes, por sua vez,
desempenham a funcéo de controle do sistema imune através de sua caracteristica funcional anti-
inflamatéria, uma vez que apresentam funcdo de inibicdo da migracdo e da quimiotaxia de
eosinofilos e neutréfilo, interfere na funcionalidade de macréfagos e ainda diminui a transcricédo
de inumeras citocinas pro-inflamatdrias.

Uma das formas mais utilizadas pela metodologia cientifica com finalidade de ativacao do
sistema imune consiste na aplicacdo do lipopolissacarideo de Escheria coli (LPS), um
componente celular de bactérias gram-negativas, a qual causara a mimetizagdo da
inflamacao/infecgdo sem, no entanto, apresentar o patdgeno invasor ao hospedeiro. A aplicacdo
do LPS causard a producdo de citocinas pro-inflamatorias tais como a interleucina 1P, a

interleucina 6, o fator de necrose tumoral alfa, dentre outros. A administracdo de LPS causara
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ainda modificacbes neuro-enddcrinas de modo a aumentar a secrecdo de serotonina e
noradrenalina, além de promover a ativacdo do eixo HPA culminando no aumento da
concentracdo plasmatica de glicocorticoides.

O LPS € capaz de causar ainda modificacbes a nivel comportamental nos animais
promovendo quadros de anorexia, pirexia, anedonia, sonoléncia, reducdo da atividade
locomotora/exploratoria, reducdo do comportamento social e sexual, comportamento semelhante
a depressdo. Tais alteragdes comportamentais sdo caracteristicas do chamado comportamento
doentio, uma vez que tratam-se de alteracdes adaptivas e/ou motivacionais caracteristicas dos
animais doentes.

Em nossos estudos anteriores foi demonstrado que mesmo durante a gestacdo, momento
no qual hd atenuacdo das respostas comportamentais frente aos estimulos estressores devido a
diminuicdo do eixo HPA, ha a evidéncia do comportamento doentio apos a aplicacdo do LPS. A
sugestdo para tal evento concerne no fato da inducdo da enzima ciclooxigenase-2 e da
prostaglandina microssomal sintase 1 nas células vasculares do cérebro promovendo aumento da
secrecdo dos hormonios liberador de corticotrofina e adrenocorticotrofo, tendo, por consequéncia,
aumento da secrecdo de glicocorticoides. Além disso, foi relatado que o tratamento com LPS
causa alteragdes imunoldgicas durante a gravidez, uma vez que ocorreu 0 aparecimento de grande
quantidade de células natural Killer uterinas morfologicamente alteradas no Utero de
camundongos prenhes. Cabe ressaltar que a gestacdo é considerada um momento impar do ponto
de vista imunol6gico uma vez que o organismo deve permitir um estado de tolerancia na interface
materno-fetal para que o embrido seja reconhecido como prépria pelo sistema imunol6gico da
mde promovendo, posteriormente, a implantacdo e manutencdo do concepto até o0 momento do
nascimento. Portanto, alteracbes imunes durante o periodo gestacional sdo cruciais na
determinacéo da sobrevivéncia ou ndo do embrido, podendo causar, em casos drasticos, processos
abortivos.

De posse dos resultados obtidos pelo nosso grupo de pesquisa ab anteriori, levantou-se a
questdo sobre a interferéncia dos inibidores da sintese de glicocorticoides sobre 0 comportamento
doentio induzido mediante aplicacdo do LPS, além de especular a respeito do comportamento do
animal prenhe diante & aplicagdo de um glicocorticoide exdgeno sintético frente a exposi¢do ao
LPS. Com o anseio de responder aos questionamentos levantados foi desenvolvido o presente

estudo com o fito de observar o comportamento de camundongos no estado gestacional
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submetidos ao anti-inflamatorio dexametasona com e sem a administracdo do LPS, além de se
utilizar a metirapona e a mifepristona com e sem o tratamento do LPS. Buscou-se investigar a
interferéncia dos glicocorticoides nos efeitos causados pelo LPS sobre 0 comportamento e sobre a

homeostasia gestacional.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A fim de aprofundar os conhecimentos acerca do tema a ser estudado foi proposta a
presente revisdo da literatura cientifica com a perspectiva histdrica sobre a
neuroimunomodulacdo, o comportamento doentio, bem como, a interferéncia de glicocorticoides

sobre o processo gestacional.

2.1 NEUROIMUNOMODULACAO E COMPORTAMENTO DOENTIO

A integracdo entre os sistemas imune (SI) e o sistema nervoso central (SNC) ja é objeto
de estudo da ciéncia hd muito tempo. Nesse sentido, 0 ramo destinado a estudar a interagdo, seja
anatdmica, funcional e comportamental é chamado de Neuroimunologia. Com base na literatura
cientifica encontramos outras nomenclaturas destinadas ao referido estudo. Outras terminologias
empregadas para se referir a &rea podem ser Psiconeuroimunologia, Neruoimunomodulagdo ou
ainda Imunoendocrinologia. Embora sejam diferentes em suas alcunhas todas visam estudar as
interacdes mutuas e bidirecionais entre os grandes sistemas Imune e Nervoso (ALVES;
PALERMO-NETO, 2007; KINOSHITA, 2007; ZAVAN, 2011).

Ader, no ano de 2000, afirmou que a Psiconeuroimunologia € a ciéncia que estuda as
interacbes entre o comportamento, as fung¢bes neurais e enddcrinas correlacionando
intrinsicamente com os processos imune (ADER, 2000).

Os primeiros estudos relacionando os dois grandes sistemas observando, especificamente,
a influéncia do sistema neuroenddcrino sobre o sistema imune foram procedidos pelo pesquisador
Hans Seyle (1956) o qual exp6s animais a estimulos nocivos como frio, injuria tecidual, exercicio

extenuante e intoxicagdes, como relatado por Reiche et al (2004). Segundo eles os resultados
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obtidos permitem afirmar que alteraces como hipertrofia das glandulas adrenais, Ulceras
géstricas e atrofia de 6rgdos linfoides como timo, baco e linfonodos estavam diretamente
relacionados com as injurias, demonstrando existir correlacbes entre o sistema nervoso, o qual
percebia os insultos gerados, e o sistema imune que respondia de acordo. Seyle (1956) afirmou
que as alteracBes encontradas mediantes as injdrias, independente do estimulo que fora
empregado, caracterizavam uma resposta organica, o que foi por ele denominado de Sindrome de
adaptacdo geral, posteriormente chamado de estresse (REICHE; NUNES; MORIMOTO, 2004;
SEYLE, 1956).

Juntamente com outros estudos, estas observagdes indicam que a comunicagao no sentido
bidirecional existe entre 0s sistemas nervoso, em seu ramo predominantemente neuroenddcrino, e
0 sistema imune. Ainda nesse sentido, Madden; Felten (1995) afirmam que mecanismos
neuroendocrinos podem modular a atividade do sistema imune, sendo o contrario também
verdadeiro, uma vez que o sistema imune é capaz de influenciar na atividade neuroenddcrina.

H& muitos trabalhos procedidos que visam o estudo de componentes do sistema imune
influenciando diretamente o sistema nervoso, afetando, concomitantemente, respostas a nivel
comportamental e neuroendécrina (KINOSHITA, 2007). O primeiro estudo data do ano de 1975
quando Besedovsky mostrou um aumento na produgdo de anticorpos acompanhado por um
aumento de até trés vezes da concentracdo plasmatica de corticosterona diante de um desafio
imunolégico provocado pela inoculacdo de hemécias de carneiro em ratos (ADER, 2000;
BESEDOVSKY et al, 1975; COHN, 2003). Posteriormente, 0 mesmo autor demonstrou existir
um aumento na atividade elétrica de neurdnios no ndcleo ventromedial do hipotdlamo de ratos
durante o pico da resposta de anticorpos formados devido a uma imunizacdo primaria
(BESEDOVSKY et al, 1977; COHN, 2003) sendo tais observacdes replicadas posteriormente por
Saphier et al em 1987.

Outra pesquisa referencial nesse contexto historico da Neuroimunomodulacdo foi
realizada por Blalock e Smith (1980) que demonstraram que linfocitos constituiam fontes de
horménios pituitarios (ACTH) e também peptideos cerebrais, sinonimamente chamados de
peptideos opioides. Segundo trabalho de revisdo publicado por Ader (2000), tais pesquisas
conduziram os estudos da compreensdo neuro-imune a nivel molecular.

No estudo da neuroimunomodulacdo ha& duas vertentes que evoluiram de modos

independentes, porém caminharam juntas no decorrer da historia da ciéncia. A primeira vertente
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diz respeito a efeitos oriundos do sistema nervoso influenciando a atividade do sistema imune
(ADER; COHEN, 1975; ADER; COHEN, 1982; COHN, 2003; FELTEN, 1991; ROCHA, 2006).
Outro braco da neuroimunomodulacdo refere-se aos efeitos de produtos originados a partir de
processos imune/inflamatério na atividade do SNC (ALVES; PALERMO-NETO, 2007;
ROCHA, 2006).

Nessa perspectiva de abordagem, foi demonstrado que a interleucina 1 (IL-1), uma
substancia produzida por macrdfagos e celulas imune ativadas, foi capaz de promover um
aumento na concentracdo plasmatica de corticosterona por meio da ativacdo do eixo HPA, sendo
observado também um aumento consideravel na concentracdo do horménio adrenocorticotréfico
(ACTH) (BESEDOVSKY; DEL REY; SORKIN, 1986).

Estudos posteriores buscavam entender as comunicacdes entre o sistema imune e o
sistema nervoso central, uma vez que a existéncia de tais comunicacfes ja estava comprovada,
desde o aspecto neuroanatdbmico até o aspecto fisioldgico e funcional. A grande questdo
concernia em como o SNC detectava alteragdes no funcionamento do sistema imune.

Especulou-se que citocinas poderiam estar envolvidas no processo. As citocinas sdo
capazes de regular processos importantes, sobretudo relacionados as questdes imunes, como
inflamacdo, febre, proliferacdo e diferenciacdo celular, sintese de proteinas de fase aguda,
quimiotaxia, fibrose, agcdes antivirais e moléculas de adesdo (ROTHWELL; HOPKINS, 1995).

Porém, as citocinas sdo moléculas de caracteristica proteica apresentando baixo peso
molecular e sdo relativamente grandes em seu tamanho (DUNN, 2007; SALUK-JUSZCAK;
WACHOWICZ, 2005; TOYAMA, 2012). Desse modo, devido a suas caracteristicas estruturais,
ndo é possivel que as citocinas atravessem a barreira hemato-encefélica, sendo impedidas de
alcancar estruturas no SNC a fim de promover alteraces em sua atividade. Contudo, ha
evidencias gue as citocinas se comunicam com o SNC através do nervo vago, cujas terminacdes
estdo presentes em todos os 6rgaos do peritdnio (KONSMAN; PARNET; DANTZER, 2002).
Sendo assim, as citocinas irdo atuar no SNC por meio do nervo vago, transmitindo informacGes
acerca do funcionamento do sistema imune para o sistema nervoso.

J& foi demonstrado que a liberacdo de interleucina 1 (IL-1) secretado por macréfagos
ativados por lipopolissacarideo de bactéria gram-negativa é capaz de estimular as fibras vagais,
as quais, por sua vez, levardo as informacoes para 0 SNC (DELLAGIOIA; HANNESTAD, 2010;
GOEHLER et al, 1999; MAIER et al, 1998; ROCHA, 2006). Foi demonstrado ainda que a sec¢éo
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do nervo vago foi capaz de evitar a ativacdo em areas como o tronco cerebral, o hipotadlamo e
estruturas limbicas, além de evitar o surgimento de diversos elementos do comportamento
doentio apds a administracdo de IL-1 ou LPS (KONSMAN; PARNET; DANTZER, 2002).

Outra forma de comunicacdo entre o sistema imune e o sistema nervoso central se da por
meio de hormonios, sendo, porém, esta forma de comunicagdo mais lenta do que se comparada as
citocinas. Nesse modo de comunicagéo, sendo classificado como um modo indireto, as citocinas
presentes na corrente sanguinea apds o estimulo com LPS ou IL-1 atingem receptores especificos
nos oOrgdos cincunventriculares e células endoteliais. H&, posteriormente, a producdo de
prostaglandinas (PGE2) através da enzima ciclooxigenase 2 (COX-2). A PGE2 exerce seus
efeitos por meio de receptores (EP4) presentes em neurbnios da area pré-optica medial além do
nacleo paraventricular do hipotalamo (ENGBLOM et al, 2003; KONSMAN; PARNET;
DANTZER, 2002; USHIKUBI et al, 1998).

As citocinas produzidas ap6s a administracdo de LPS ou IL-1 podem ainda atravessar a
barreira hemato-encefalica em locais onde esta € mais fréagil e porosa, como o plexo coroide e 0s
orgdos circunventriculares, estimulando, a posteriori, macrofagos localizados nestas regides 0s
quais, por sua vez, produzem mais IL-1 que exerceria seus efeitos em receptores especificos em
diversas areas do cérebro, como, por exemplo, o nicleo do trato solitario, o hipocampo e a
amigdala (BASSO et al, 2003; KONSMAN; PARNET; DANTZER, 2002).

Um mecanismo vital e chave frente & exposicdo do organismo a agentes estressores
causando efeitos no sistema imune é a ativacdo do eixo HPA com consequente producdo de
glicocorticoides, os quais exerceriam uma funcdo de controle do sistema imune através de sua
acdo anti-inflamatoria, impedindo o desenvolvimento de alteracBes de carater auto-imunes
(WICK; SCHWARZ; KROEMER, 1993).

Em relacdo ao envolvimento dos glicocorticoides com a resposta imunologica sabe-se que
eles podem favorecer a resposta mediada por citocinas anti-inflamatérias (Th-2) em detrimento
da resposta mediada por citocinas pro-inflamatorias (Th-1) (KINOSHITA, 2007). Ao passo que
h& uma ativacdo dos receptores intracelulares de glicocorticoides ha também uma inativacdo do
fator de transcricdo Nf-kB, sendo este um fator de transcrigdo pro-inflamatorio, sendo, portanto, a
ativacdo de glicocorticoides e sua ligagdo ao receptor intracelular importante para inibir fatores
pro-inflamatorios, tal como a diminuicéo de prostaglandinas (BESEDOVSKY'; DEL REY, 2000).
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Por meio da ativacéo do eixo HPA e consequente liberacdo de glicocorticoides ha ainda a
diminuicdo da transcricdo de inumeras outras citocinas pré-inflamatoérias, como a IL-1, a
interleucina 13 (IL-13), a interleucina 5 (IL-5), a interleucina 6 (IL6), a interleucina 8 (IL-8), o
TNF e o fator estimulador de col6nia (GM-CSF) (GUYRE et al, 1988). Os glicocorticoides
realizam ainda a inibi¢cdo da migracao/quimiotaxia de eosinofilos e neutréfilos, segundo VAN
OVERVELD et al (2003). Portanto, pode-se afirmar que a producdo de glicocorticoides em
situacbes de estresse constituem um dos principais mecanismos para alteracGes da resposta
imune, uma vez que sua ac¢do na inibicdo da transcri¢do de diversas citocinas pro-inflamatorias ja
fora comprovada (LICINIO; FROST, 2000).

Cumpre-se ressaltar que a ativacdo do eixo HPA promovera também a liberacdo de
ACTH que juntamente com os glicocorticoides fazem parte das respostas neurovegetativas frente
a situacdes de estresse e ansiedade (GRAEFF; HUNZIKER; GRAEFF, 1989). Segundo DUNN
(1988), nesse aspecto, a ativacdo do eixo HPA ocasionado por IL-1 produzida mediante processo
inflamatério ou infeccioso é considerada, entdo, uma situacdo capaz de promover estresse ou
comportamento semelhante a ansiedade da mesma forma que estimulos ambientes ou fisicos.

A mimetizacdo da inflamacdo, através da inoculacdo de produtos da parede celular de
bactérias gram-negativas, sobretudo o lipopolissacarideo (LPS), ativa o sistema imunoldgico sem,
no entanto, causar infeccdo ao hospedeiro (BURRELL, 1994) ocasionando também alteracbes no
que diz respeito ao comportamento. Desse modo, a inflamacdo provocada através da
administracdo de LPS é capaz de induzir comportamentos de anorexia, pirexia, anedonia,
sonoléncia, reducdo da atividade locomotora e exploratério além de provocar um comportamento
semelhante a depressdo (DANTZER et al, 1998 a, 1998 b; DINARELLO, 2004; ENANGA et al,
2002; KENT et al, 1996; KLUGER, 1991; LEONARD, 2001; MATSUMURA; KOBAYASHI,
2004; ROMANOVSKY, 2004)

De acordo com a proposicdo de Hart (1988) estas alteragcdes que ocorrem durante uma
doencga, como por exemplo a infec¢do, ndo se tratam apenas de um estado depressivo inespecifico
e/ou generalizado do sistema nervoso central. Na verdade, esse padrdo comportamental
manifestado pelos animais no momento da doenca trata-se de uma estratégia comportamental
altamente especializada em um momento que o organismo enfrente potenciais risco de vida.
Desse modo, as respostas comportamentais apresentadas pelo organismo durante a manifestacéo

de uma doenga fazem parte da reacdo homeostatica natural do organismo a fim de combater a
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infeccdo, sendo este conjunto de respostas denominado de “comportamento doentio” (KENT;

KELLEY; DANTZER, 1992).

2.2 0 COMPORTAMENTO DOENTIO

O comportamento doentio, por definicdo, trata-se de alteragbes comportamentais que
podem incluir anorexia, diminuicdo de atividade exploratéria ambiental e social, além da
diminuicdo da atividade sexual, incluindo também quadros de anedonia e diminuicdo da memoria
(HART, 1988; KINOSHITA, 2007).

O comportamento de animais injetados com LPS ou citocinas, seja perifericamente ou
centralmente através do ventriculo lateral, tem sido estudo exaustivamente por diversos autores
(DANTZER et al, 2001; KENT; KELLEY; DANTZER, 1992). De modo geral, esses animais
apresentam uma atividade locomotora diminuida, reducdo na exploracdo do ambiente fisico e
social, reducdo da ingestdo de agua e comida, além de um prejuizo no aprendizado e memoria
(DANTZER, 2001).

HART (1988) afirma que o comportamento de um animal acometido por uma doenca néao
é particularmente adaptativo. Na verdade, trata-se de um resultado de processos de debilitacdo
associado a outros processos como a incapacidade de obtencdo de agua e alimentos, sendo estes
efeitos secundarios. Outro ponto digno de nota por Hart é a afirmacdo de que os comportamentos
caracteristicos de animais doentes ndo sdo especificos a nenhuma espécie animal em particular,
sendo também possiveis de serem encontrados em diversos animais incluindo o homem (COHN,
2003; HART, 1988).

Sendo assim, o comportamento de estar doente ndo seria um mal-adaptatvio ou mesmo
um efeito indesejavel da doenga, mas uma estratégia comportamental visando a sobrevivéncia
durante momentos criticos da vida do animal. O comportamento associado a doenca € uma
tentativa, a todo custa, de vencer a doenca disponibilizando recursos para se livrar do patdégeno
(COHN, 2003; DANTZER, 2001; HART, 1988; KINOSHITA, 2007).

A diminuigdo da atividade exploratoria/locomotora é outra caracteristica marcante do
comportamento doentio. A diminui¢cdo da exploracdo social de animais juvenis pertencentes a

uma mesma espécie tem sido usada como uma forma eficiente para avaliar o comportamento
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doentio em modelos experimentais (DELLAGIOIA; HANNESTAD, 2010). O uso de animais
juvenis permite estudar mais profundamente a interacdo social isentando outros comportamentos
que ocorrem com animais adultos como o comportamento sexual e 0 comportamento de agressao
(DANTZER, 2001). Estudos demonstram que a administracdo de LPS, IL-1p e o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) em ratos adultos e em camundongos diminuiu o tempo gasto na exploracéo
de juvenis (BLUTHE; DANTZER; KELLEY, 1992; BLUTHE, 1994).

Yirmiya et al (1994) relatou que a administracdo de LPS reduziu a atividade locomotora,
de auto-limpeza além de provocar febre, efeitos estes que ndo foram revertidos com a
administracdo de um antagonista opioide. Linthorst et al, 1995, afirmaram que diminuicdo da
atividade geral dos animais durante o comportamento doentio, evidenciado por escores de
locomocdo, auto-limpeza, ingestdo de alimento e &gua, estava correlacionado com o aumento da
concentracdo extracelular de serotonina (5-HT) e de seu metabdlito acido 5-hidroxi-indolacético
(5-HIAA) no hipocampo. (KINOSHITA, 2007).

Resultados similares foram encontrados quando se administrou IL-1p, notando a
diminuicdo significativa do comportamento sexual em fémeas e sem alteracdo em machos.
Cumpre ressaltar que o tratamento com LPS provocou tanto em machos quanto em fémeas
reducdo da atividade locomotora (KINOSHITA, 2007; YIRMIYA et al, 1995).

Em roedores, tanto a IL-1 quanto a administracdo da endotoxina promovem também a
diminuicdo da exploragdo em ambientes novos, além da diminuicdo do comportamento social
(LARSON et al, 2001), demonstrando, desse modo, que estimulos que ativam o sistema
imunoldgico sdo capazes de promover a anedonia em roedores (DELLAGIOIA; HANNESTAD,
2010). Animais pré-tratados com endotoxina apresentam uma menor atividade neuronal em
regides cerebrais envolvidas no sistema de recompensa quando estes animais eram apresentados a
ambientes novos (STONE et al, 2006).

A alteracdo dos parametros comportamentais considerados normais para comportamentos
tipicos que ocorrem durante um estado doentio é fundamental para que o organismo debele-se
contra um agente infeccioso visando a eliminacdo dos patdgenos. Estudos indicam que o
comportamento doentio esta relacionado com uma estratégia motivacional para que o organismo
lide com a doenca (KINOSHITA, 2007). Segundo Bolles (1974) a motivacao pode ser entendida

como um estado central que reorganiza a percepcdo e a acdo. A motivacdo permite que o
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individuo selecione a melhor estratégia em prol da sobrevivéncia, sendo a estratégia passivel de
mudangas de acordo com a situacao enfrentada pelo organismo, ainda segundo Bolles.

Experimentos demonstrando a questdo motivacional promovendo o comportamento
doentio foram realizados. Miller (1964) demonstrou que o contexto ambiental em que o animal
em estado doentio se encontrava era fundamental no que diz respeito a estratégia adotada. Em seu
experimento o pesquisador administrou endotoxina bacteriana em ratos e observou que animais
treinados a pressionarem uma barra com a finalidade de receber dgua realizavam tal tarefa com
uma significativa reducdo quando comparado ao grupo controle. J& quando os animais eram
colocados em uma plataforma giratéria que parava por alguns instantes quando o animal
pressionasse uma barra apresentaram menor laténcia para executar tal tarefa. Porém, de acordo
com excelente revisdo proposta por Aubert (1997), o experimento de Miller nunca foi replicado
devido a discussbes contraditorias entre suposicdes tedricas e achados experimentais. A
interpretagdo para os achados de Miller evidenciam que o tratamento com endotoxina ndo
provoca necessariamente a diminuicdo global dos comportamentos, mas influencia na tomada de
decisbes sobre a prioridade dos comportamentos a serem executados, tratando-se, portanto, de
uma questdo motivacional (DANTZER, 2001; KINOSHITA, 2007; LARSON et al, 2001).

Na questdo motivacional é importante ressaltar que o estabelecimento do comportamento
doentio compete com outros estados motivacionais. A expressdo normal do comportamento
requer uma organizacdo hierarquica de estados motivacionais que estdo continuamente
atualizados de acordo com as flutuac6es internas do organismo e de acordo também com eventos
que ocorrem externamente. Quando uma infeccdo acomete o individuo, ele se encontra numa
situacdo de vida ou morte e sua fisiologia e seu comportamento devem ser alterados a fim de que
possa se debelar contra a doenca. Porém, para que se mude estes aspectos outrora descritos €
necessario um processo a longo prazo readequando prioridades em relacdo aos estados
motivacionais. Nesse sentido, 0 medo compete com a doenca e, desse modo, 0 comportamento
motivado pelo medo prevalece sobre o comportamento doentio. Um bom exemplo para ilustrar
tal afirmativa € imaginar uma pessoa doente em sua cama que ao ouvir o alarme de incéndio e
perceber as chamas € capaz de se mover rapidamente e superar 0 comportamento doentio para
escapar da situacdo de perigo (DANZTER, 2001).

Outro exemplo é provido através dos efeitos depressivos ocasionados pela administragéo

de IL-1B que sdo mais pronunciados quando os animais experimentais sdo testados em ambientes



28

seguros em sua caixa moradia do que se comparados a animais testados em ambientes novos
(DANTZER et al, 2001). Tais evidencias fornecem embasamentos praticos da competicdo
motivacional existente entre medo e a doenca (DANTZER, 2001).

Porém, o exemplo dado acima carece de especificidade, pois a atenuacdo do
comportamento pode ser facilmente explicada através do aumento dos niveis circulantes de
glicocorticoides, o que ocorre quando 0s animais sdo expostos a estimulos estressores (GOUJON
et al, 1995). Uma demonstracdo melhor a respeito da motivacdo no comportamento doentio €
representada sobre os efeitos das citocinas no comportamento materno. Nesse sentido, 0s
comportamentos maternos, os quais sdo fundamentais para a sobrevivéncia da prole, devem ser
mais resistentes aos efeitos depressivos causados pela administracdo de pirdgenos, estabelecendo
estratégias comportamentais colocando o comportamento materno acima de outros tipos de
comportamento (DANTZER, 2001). Tanto é verdade tal predicdo que a administracdo de LPS
sobre fémeas lactantes numa dosagem que induz o espectro completo do comportamento doentio
ndo perturbou o recolhimento de filhotes apds a prole ter sido removida de seu ninho (AUBERT
et al, 1997). Da mesma forma, fémeas lactantes administradas com LPS deixavam de construir
ninhos quando submetidas a temperatura de 20° C, porém, quando submetidas a um ambiente de
4° C os animais voltavam a construir o ninho para sua prole (AUBERT et al, 1997).

Portanto, pode-se afirmar que o comportamento doentio induzido através da
administracdo de LPS depende ndo somente da concentracdo da droga per se mas também da
prioridade do comportamento em questdo. Interpretando os resultados citados acima podemos
perceber que o comportamento de recolher os filhotes para perto de si sempre foi considerada
uma prioridade para as fémeas lactantes, enquanto que a constru¢do do ninho ndo foi uma
prioridade para fémeas lactantes administradas com LPS submetidas a uma temperatura normal
(COHN, 2003).

Portanto, o comportamento doentio pode ser entendido a partir de duas éticas diferentes:
uma que compreende o comportamento doentio como resultado de uma debilitacdo e fraqueza
fisica resultantes da doenca que os acomete, fazendo com que o0 organismo apresente
comportamentos alterados uma vez que a grande maioria dos recursos esta envolvida com a luta
contra o patégeno. Outra perspectiva de se analisar 0 comportamento doentio € a partir da Otica

motivacional, observando o comportamento de se estar doente como uma expressdo estratégica
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altamente organizada que se torna critica para a sobrevivéncia do organismo frente esta situagéo
de vida ou morte (DANTZER, 2001).

A perspectiva motivacional surgiu muito depois da definicdo e caracterizacdo acerca do
comportamento doentio, tanto é que um dos precursores do estudo sobre o comportamento de se
estar doente, Hart, ndo abordou esta visdo. Para ele, o0 comportamento doentio evoluiu a partir de
uma situacdo de tudo ou nada, onde o animal foi obrigado a apresentar tais respostas mediante ao
iminente risco de vida (CONH, 2003). Segundo Aubert, a maioria dos experimentos sobre o
comportamento doentio utiliza a teméatica comportamental apenas como uma variavel para se
estudar os mecanismos envolvidos no processo da doenga em si. Sendo assim, 0 comportamento
doentio ndo recebeu a atengdo merecida, uma vez que € necessario que o comportamento doentio
seja visto como uma variavel independente (AUBERT, 1999; CONH, 2003).

Portanto, o0 comportamento doentio ndo é somente uma resposta evolutiva adaptativa, mas
também uma expressdo hierarquica e organizada a qual depende das mudancas contextuais em
que o animal se encontra (CONH, 2003). O animal, mesmo estando doente, é capaz de perceber e
responder a estimulos ambientais. Caso esses estimulos sejam mais prioritarios, o animal pode
interromper o comportamento doentio a fim de responder tais estimulos (AUBERT, 1999).

Tal como apresentado anteriormente, pode-se afirmar que a ativagdo do sistema imune
através da administracdo de LPS, um componente da parede celular de bactérias gram-negativas,
induz a expressdao do comportamento doentio por meio da liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias como a IL-1p, IL-6 e TNF-a (DANTZER, 2001; DINARELLO, 1991; KENT et al,
1992; KENT et al, 1992; RAMACHANDRA; SEHON BERCZI, 1992; ROTHWELL,;
HOPKINS, 1995). As citocinas atuardo também no sistema nervoso central via COX-2
promovendo mudancas neuroenddcrinas, como a secre¢cdo do hormonio liberador de
corticotrofina, ativando o eixo HPA, aumentando, consequentemente, a concentracdo plasmatica
de ACTH e de glicocorticoides (BESEDOVSKY et al, 1986; DUNN, 1988, 2000; ENGBLOM et
al, 2002 e 2003; HAUGER et al, 2009; OHMURA; YOSHIOKA, 2009; TURNBULL,; LEE;
RIVIER, 1998). Portanto, a mudanca neuroenddcrina a fim de ativar o eixo HPA parece ser
essencial no que diz respeito ao estabelecimento do comportamento doentio.

Sabe-se que durante a gestagdo e a lactagdo de mulheres e fémeas de roedores, ha
modificagdes do eixo HPA podendo ocasionar em respostas comportamentais alteradas,

provocando ainda, uma hiporresponsividade perante as situagdes de estresse, uma vez que 0 eixo



30

encontra-se significativamente diminuido (BRUNTON; RUSSELL; DOUGLAS, 2008;
HILLERER et al, 2011; NEUMANN, 2003; SLATTERY; NEUMANN, 2007). No inicio da
gestacdo a concentracdo de glicocorticoides encontra-se reduzida significativamente e somente
comecardo a se elevar por volta do 10° dia de gestacio em camundongos (BARLOW,;
MORRISON; SULLIVAN, 1975), bem como em ratos (ATKINSON; WADDELL, 1995). Dessa
forma, é possivel que camundongos prenhes possam apresentar comportamentos diferenciados
diante da administracdo de endotoxinas devido estas mudancas a nivel endocrinoldgico.

Além disso, durante a gestacdo de primatas e roedores ocorrem varias mudancas a nivel
neuro-enddcrino materno visando a protecdo do feto e assegurando o parto (FONSECA, 2005).
Foi descrito que durante a gestagdo de roedores, a enzima 11pB-hidroxi-esteroide desidrogenase
(11BHSD2), a qual ¢ responsavel por -catalisar a conversdo da corticosterona em
dehidrocorticosterona, um metabdlito inativo, encontra-se altamente ativa (WELBERG; SECKL;
HOLMES, 2000). A 11BHSD2 esta expressa em grandes quantidades na placenta e em tecidos do
feto (BROWN et al, 1996). Porém, apesar desses mecanismos acima explicados acerca da
diminuicdo da atividade do eixo HPA juntamente com a atua¢do da enzima 11BHSD2 em prol da
diminuicdo da concentracdo plasmatica da corticosterona, tem sido observado uma correlacéo
positiva entre 0 aumento de aldosterona e de corticosterona em maes e fetos apds a exposicdo a
um estimulo estressor durante o ter¢o final da gestacdo (BENEDIKTSSON et al, 1997;
WILLIAMS et al, 1999). Tais resultados trazem a tona que 0 momento da exposi¢do ao estresse
durante a gestacao € determinante para a geracdo das respostas, além de afirmar que a atividade
enzimatica ndo é suficiente para a prevencdo do alcance da corticosterona na circulacdo fetal
(FONSECA, 2005).

Sabe-se ainda, em se tratando de modificagcbes enddcrinas durante a gestacdo, que por
volta do 17° dia de gestacdo, o eixo HPA fetal j4 é capaz de responder as alteracbes dos
hormdnios maternos com liberagdo de CRF, ACTH, corticosterona e § endorfinas (OHKAWA et
al, 1991). Desse modo, além da concentracdo de glicocorticoides maternos, que ja estdo em
niveis circulantes mais elevados durante essa fase gestacional se comparados a primeira metade
da gestagdo, ha a presenca de B-endorfinas na circulacdo da mée e ambas séo capazes de
atravessar a barreira placentaria (CHURCHILL et al, 1981; MILKOVIC et al, 1973
SANDMAN; KASTIN, 1981; ZARROW; PHILPOTT; DENENBERG, 1970) que se somarao
aos glicocorticoides ja produzidos pelo feto (FONECA, 2005). Estudos demonstram que no 13°
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dia de gestacdo j& é possivel detectar mRNA para receptores de glicocorticoides em varias
regides cerebrais, como o nucleo paraventricular do hipotdlamo, o nucleo arqueado, nicleos da
rafe e locus ceruleus), além de mMRNA para receptores de mineralocorticoides que aparecem em
torno do 15° dia de gestacdo em ratos (CINTRA et al, 1993).

Sendo assim, a atividade do eixo HPA durante a gestacdo pode influenciar de modo
significativo funcbes neuroenddcrinas da fémea prenhe, alterando também padrdes
comportamentais. Além disso, ja foi relatado na presente revisdo bibliografica a importancia da
producdo de glicocorticoides por meio do eixo HPA para a supressdo da resposta imunologica
frente a um desafio através da ativacdo do sistema imune. Dessa maneira, devido as modificacGes
hormonais existentes, pode ser que a fémea no periodo gestacional apresente um comportamento

atipico frente a exposicéo ao LPS.

2.3 GLICOCORTICOIDES NA GESTACAO

Os glicocorticoides sdo hormonios lipossollveis, sendo, portanto, capazes de atravessar
com grande facilidade membranas celulares e se ligarem a receptores citoplasmaticos, 0s quais,
por sua vez, existem sobre as formas alfa e beta. A forma alfa de seus receptores, receptores de
glicocorticoides (GR), € a forma ativa, sendo que a forma beta é incapaz de se ligar ao hormonio,
agindo, portanto, como um antagonista da forma alfa (BUTTGEREIT; WEHLING;
BURMESTER, 1998; ROMA, 2009;).

A principal indicacdo fisiol6gica para o tratamento com um glicocorticoide exdgeno € o
hipocorticismo, quadro no qual ha diminuicdo drastica dos hormdénios cértico-supra-renais
(CALVERT; CORNELIUS, 1990). Porém, o uso para combater outros problemas clinicos torna-
se maior do que sua prépria indicacdo. Apesar dos corticoides serem usados para o tratamento de
uma gama de desordens clinicas, destaca-se a prescricdo do uso de glicocorticoides para
problemas inflamatorios agudos ou crénicos de severidade variada (do AMARAL, 2000; FAUCI,
1976; STREETEN, 1975). Papich e Davis (1989) afirmam que os corticoides, de maneira geral,
inibem a inflamacdo independente do agente causador, podendo este ser mecanico, quimico,

infeccioso ou imunomediado.
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Os glicocorticoides sintéticos sdo capazes de prevenir ou ainda suprimir as reacdes
inflamatorias através da inibicéo das fases iniciais do processo inflamatério, tal como a formacao
do edema, a deposicdo de fibrina, a migracdo de leucdcitos e a atividade fagocitaria. Os
glicocorticoides limitam ainda as respostas tardias do processo de inflamacéo, controlando a
proliferacéo fibrocapilar, o acimulo de colégeno e a cicatrizagdo (BEVIER, 1990).

A atividade imunossupressora exercida pelos glicocorticoides exdgenos também é
conhecida, sendo que de acordo com a dosagem aplicada ha atuacdo em diferentes componentes
da resposta imune, incluindo: linfopenia, eosinopenia, reducao da atividade mitogénica e também
reducdo da acdo citotoxica (DOHERTY et al,1995; WESTERHOF; BROM; MOL, 1994). Além
disso, os glicocorticoides possuem a capacidade de alterar a funcionalidade de macro6fagos,
monocitos e neutrofilos, além de diminuir a fagocitose, as respostas quimiotaticas e o ingresso
dessas células até o sitio de inflamacdo (do AMARAL, 2000).

Ainda nesses aspectos relacionados com a capacidade dos glicocorticoides afetarem a
resposta imune, os glicocorticoides também possuem a capacidade de interferir na liberacdo de
interleucina 1 (IL-1) produzida pelos macrofagos, tendo como consequéncia o impedimento a
formacédo de interleucina 2 (IL-2) a qual estimula a proliferacdo de células T (DOHERTY et al,
1995).

Os glicocorticoides interferem ainda no nimero e na propor¢do de leucdcitos em casos de
infeccOes, além de provocarem também uma significante reducédo de linfocitos e uma elevacéo no
namero de neutréfilos (DHABHAR et al, 1996; VILACA JUNIOR, 2009). Devido a estas
propriedades anteriormente citadas, os glicocorticoides sdo usados no combate de infec¢cdes que
ocorrem durante a gestacdo (BUHIMSCHI et al, 2008).

Ja foi descrito na presente revisao bibliografica as alteraces do eixo HPA durante a fase
gestacional. Acredita-se que 0 eixo encontra-se suprimido na primeira metade da gestacéo,
voltando a se elevar a partir do 13° dia gestacional, tanto em camundongos quanto em ratos
(ATKINSON; WADDELL, 1995; BARLOW; MORRISON; SULLIVAN, 1975; BRUNTON;
RUSSELL; DOUGLAS, 2008; SLATTERY; NEUMANN, 2007). Além disso, sabe-se que outra
modificagéo significativa que ocorre durante a gestacdo diz respeito a enzima 11BHSD2 a qual
encontra-se altamente expressa e ativa no tecido placentario (BROWN et al, 1996; WELBERG;
SECKL; HOLMES, 2000).
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Mesmo com as modificagdes enddcrinas descritas acima durante a fase gestacional, a
exposicdo do organismo materno aos estimulos estressores pode causar a elevagdo de horménios
ligados a corticotropina, aumentando, consequentemente, 0s niveis plasmaticos na circulacéo
materna de glicocorticoides. Desse modo, hd um aumento da transferéncia de glicocorticoides da
mde para o feto. O aumento da concentracdo de glicocorticoides na circulacdo neonatal é
associada com o retardo do crescimento intra-uterino (LESAGE et al, 2004; VILACA JUNIOR,
2011). O retardo no crescimento uterino é capaz de diminuir a produgdo de 11B-HSD (tanto em
sua isoforma 1 quanto na isoforma 2), fazendo com que, como consequéncia deste fato, haja uma
reducdo da conversdo de formas ativas em inativas de glicocorticoides. Isso ocorre devido a
ligagdo da enzima 11B3-HSD2 a outros esteroides por questdes de afinidade ou mesmo devido a
alteracdes no gene que codifica tal proteina (HENDERSON et al, 2003; STEWART et al, 1996;
VILACA JUNIOR, 2011).

O aumento da sintese de glicocorticoides pode ser benéfica se analisada a curto prazo,
porém poderd causar efeitos a longo prazo como a programacdo de niveis elevados de
glicocorticoides, aumento da pressdo sanguinea, desenvolvimento de hiperglicemia, reducédo da
imunoprotecdo da placenta, aumento do ndmero de células natural killer e um consequente
aumento de apoptoses no trofoblasto (SECKL, 2004; VILACA JUNIOR, 2011). Coletivamente,
essas alteragOes sdo associadas com desordens na implantagéo e abortos espontaneos (QUENBY
et al, 2005; QUENBY; FARQUHARSON 2006).

A utilizacdo de glicocorticoides no periodo pré-natal, mesmo com finalidade terapéutica,
causa desordens no metabolismo de glicose durante a vida adulta da prole, frequentemente
desencadeando quadros de resisténcia a insulina associada com a reducdo da expressdo de
receptores de insulina. Ha ainda a possibilidade de desenvolvimento de hiperglicemia e
hiperinsulinemia (NYRIENDA et al, 1998). Podem ocorrer, também, mudancas no perfil lipidico
plasmético devido uma elevada estimulacdo do tecido adiposo, liberando para a corrente
sanguinea altas concentracdes de colesterol (DIEDERICH et al, 2002; HOLNESS; SUGDEN
2001).

J& 0 uso de repetidas administragcdes de glicocorticoides tem sido associado a disfuncdes
do eixo HPA com elevacdo do risco de infeccbes. Ha ainda relatos que o uso continuo de
glicocorticoides pode provocar a inibicdo do crescimento fetal, além da reducdo do peso ao
nascer (IKEGAMI et al, 1997; MOSS et al, 2001; STUCK; MINDER; FREY, 1989).
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Estudos prévios realizados em nosso laboratorio levantaram a questdo de que os
glicocorticoides poderiam afetar o comportamento semelhante a ansiedade e depresséo, além de
interferir na capacidade de retencao de informac6es a curto prazo de camundongos prenhes apos
o0 tratamento com lipopolissacarideos de E. coli interferindo no eixo HPA, podendo modificar a
concentragdo de glicocorticoides de forma indireta. Diante da administragdo do LPS, houve a
evidencia de um comportamento doentio observado por quadros de apatia e semelhante a
ansiedade nos animais tratados (ZAVAN, 2011).

E possivel que, por provocar a secre¢io de citocinas e interleucinas pelo sistema imune, o
LPS induza a sintese de glicocorticdides e catecolaminas que por sua vez tém o potencial
comprovado (DOUGLAS, 2005) de causar a diminuicdo da expressdo de prolactina e
progesterona promovendo aumento da expressdo de citocinas pro-inflamatérias (tipo Thl). Este
desbalanco na resposta Th1/Th2 pode levar ao aumento da febre, apatia, ansiedade e depresséo,
caracteristico do estado doentio, concomitantemente ao aumento do influxo de precursores das
células UNK (ZAVAN, 2011) para o Utero e induc¢do da citotoxidade destas células mediada por
perforina. Uma forma de tentar minimizar os efeitos oriundos da administracdo do LPS ao
organismo materno frente as mudancas observadas por Zavan (2011), seria o uso de
glicocorticoides exdgenos com a finalidade de recurso anti-inflamatério. Uma droga plausivel de
ser usada para obedecer tais pardmetros seria a dexametasona.

A dexametasona se mostrou eficaz com o objetivo de reduzir os efeitos provocados pela
administracdo de lipopolissacarideos de Escheria coli em equinos. Esta droga foi capaz de
diminuir a temperatura retal, uma vez que o tratamento apenas com LPS causou febre nos
animais, além de atenuar também a neutropenia, a linfopenia e leucopenia cujo surgimento
ocorreu devido ao quadro de endotoxemia (ROSA et al, 2003). Foi demonstrada ainda, que em
ratas, esse referido glicocorticoide inibe a producdo da ciclooxigenase 2 (COX-2), enzima
importante na formacéo de prostaglandina (BROUSSARD et al, 1997).

Dentre os glicocorticoides, a dexametasona se destaca sendo amplamente prescrito para
combate a desordens em relacdo a producdo de hormdnios cortico-supra-renais, além de ser usada
também com finalidade anti-inflamatoria. Trata-se de um glicocorticoide sintético cuja formula é
Ca2H29FOs, pode ser usada também no tratamento de processos alérgicos e em quadros

inflamatorios graves (ROMA, 2009). O uso de dexametasona mostrou-se ainda ser capaz de
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reduzir drasticamente a secrecao de interferon-y pelas células mononucleares, inibindo a secrecdo
do IgM pelas células B (MALLARD et al, 2009).

O uso da dexametasona durante a fase gestacional causa alteragfes no metabolismo de
glicose durante a fase adulta. Isso ocorre devido ao desenvolvimento de fatores resistentes a
insulina, comumente associada a reducdo da sintese dos receptores de insulina (NYRIENDA et
al, 1998).

O tratamento com este farmaco é capaz de afetar a embriogénese, sendo capaz de
promover reabsorcdes, implantacbes de embrides invidveis. Sdo relatadas ainda interferéncias
como fenda labial e palatal e reducdo do tamanho do concepto (HANSEN et al, 1999;
LABORDE et al, 1992).

Ratas as quais foram expostas a dexametasona durante a prenhez apresentaram queda no
peso da progénie. Mais ainda, 0s machos dessa progénie, quando foram colocados para acasalar,
sendo que ndo houve sequer a manipulacdo desses animais durante sua propria gestacao,
originaram filhotes com baixo peso ao nascerem, além de apresentarem intolerancia a glucose e
elevada atividade hepética, sendo que estes efeitos s6 foram resolvidos a partir da terceira
geracdo, mostrando, dessa forma, um efeito transgeracional do uso de dexametasona na prenhez
(DRAKE; WALKER; SECKEL, 2005).

2.4 INIBIDOR DA SINTESE DE GLICOCORTICOIDES

A metirapona € um conhecido inibidor da sintese de corticosteroides agindo de modo a
bloquear a biossintese dos referidos horménios na adrenal. A metirapona € conhecida devido ao
seu emprego clinico no diagnéstico de mau funcionamento da hipéfise (CHART; SHEPPARD,
1959; CHENG; HARDING; CARBALLEIRA, 1974).

A metirapona possui a capacidade de inibir a 11-B-hidroxilase, enzima que converte
cortexolona, (também chamada de 11-desoxicortisol ou composto S) em cortisol no cortex da
glandula adrenal. O resultado direto da acdo da metirapona é uma diminuicdo significativa dos
niveis de cortisol no plasma, além de aumentar a secrecdo de hormdnio adrenocorticotrofico

(ACTH) e um aumento na concentragdo de cortexolona. Pode-se afirmar que hd um aumento da
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producdo de precursores de 11-desoxicortisol, tal como afirma Dollery (DOLLERY, 1991).
Como a metirapona age através do bloqueio da enzima alvo CYP11B1 (11phidroxilase)
impedindo que se haja a producdo final de cortisol e corticosterona, ha concomitantemente a
reducdo de aldosterona e elevacdo de 11-desoxicortisol e desoxicorticosterona (DOCA) como
efeitos secundarios. A elevacdo de DOCA mantém os efeitos mineralocorticoides
impossibilitando que haja a manifestacdo de hipoaldosteronismo. Outro efeito correlacionado
pode ser também a producdo de androgénios devido ao acimulo de metabdlitos intermediarios a
producdo de cortisol (CANINI et al, 2009; CHUA et al, 1987; de CATANZARO; KNIPPING;
WIGMORE, 1983; PAIVA; RIBEIRO, 2005; TRAINER; BESSER, 1994).

Portanto, a metirapona, cujo nome também pode ser referido como 2-metil-1,2 dipiridin-
3-il-1-propanano tem como atribuicdo primordial a limitacdo dos niveis de glicocorticoides no
sangue. Além disso, como ac¢do secundaria, pode-se afirmar que a metirapona também causa a
elevacdo da concentracdo de precursores do cortisol neurologicamente ativos (CANINI et al,
2009; RAVEN et al, 1996).

Diversos estudos afirmam que a inibicdo das enzimas adrenocorticais, suprimindo, dessa
forma, a producdo de cortisol e corticosterona, sao responsaveis por desempenharem um papel
antidepressivo em pacientes (GHADIRIAN et al, 1995; MURPHY et al, 1991; O'DWYER et al,
1995; WOLKOWITZ et al, 1993), sendo que Raven et al (1996) foram os primeiros na tentativa
de buscar explicar os mecanismos relacionados com esse efeito.

Em seus estudos, Raven et al (1995) demonstraram que a capacidade antidepressiva da
metirapona deve-se a inibicdo da atividade do composto 11-oxoredutase de 11-B-
hidroxiesteroide-dehidrogenase, enzima responsavel pela conversdo para cortisol e
corticosterona.

E possivel, portanto, que pelo menos parte do efeito antidepressivo da metirapona seja
devido ao aumento da producdo de precursores de cortisol neurologicamente ativos. Ou seja,
pode-se afirmar que parte do efeito antidepressivo da metirapona seja devido a inibidores
adrenais de 11-hidroxilase levando a um aumento na concentragdo de compostos 11-
desoxiesteroides e seus metabolitos (MURPHY, 1991).

Sabe-se que a injecdo de metirapona em ratos nos dias 20 e 21 da gestagcdo provoca
atrasos no parto, além de produzir prostaglandinas F a partir do Utero isolado no 22° dia de
gestacdo (PARNHAM; SNEDDON 1975a, b). O atraso no parto a partir da aplicacdo da
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metirapona pode ser explicado a partir da inibicdo de producdo de prostaglandinas (AIKEN,
1974).

A metirapona age também na inibicdo da conversdo do &cido 14-C-araquiddnico para
PGE2, mas ha estimulo para a conversdo para PGF (PARNHAM; SNEDDON, 19753, b). Ou
seja, a metirapona age de forma diferente na producdo de prostaglandinas, sendo que h& estimulo
a producgdo a um tipo enquanto ha inibicdo a sintese de outro tipo.

Parnham (1976) afirma que em baixas doses, a metirapona estimula tanto a producédo de
PGE quanto a producdo de PGF, enquanto que em doses elevadas ha estimulo somente para a
producdo e liberacdo de PGE, sendo que PGF fica inibida. O autor explica que o estimulo a
producdo de PGE e PGF em baixas doses de metirapona se deve a inibi¢do do metabolismo de
PG. Outra contribuicdo importante trazida por Parnham (1976) foi o efeito inibitorio direto
causado pela administracdo da metirapona no musculo circular do Utero de ratas prenhes, sendo
que esse efeito, aparentemente, ocorreu de forma dose-dependente. Em baixas doses, a
metirapona inibiu a atividade muscular uterina, porém estimulou a producdo de prostaglandinas
(PARNHAM, 1976).

Outras consequéncias do uso de metirapona observada dentro de 2 horas apds sua
administracdo sdo: um aumento grande e rapido na concentracdo de CRF (fator liberador de
corticotrofina) e aumento de c-fos MRNA no nucleo hipotaldmico paraventricular; aumento de
vasopressina e CRF no sistema porta-hipofisario e um aumento na imunocoloracdo para c-fos em
todo cérebro, especialmente no ndcleo paraventricular, no cortex e na amigdala central (CANINI
et al, 2009; HERMAN et al, 1992; ROTLLANT et al, 2002).

Embora os glicocorticoides sejam conhecidos por ativarem a locomogdo (CADOR;
DULLUC; MORMEDE, 1993) e Canini et al (2009) afirmarem que a metirapona induz a uma
imediata queda na locomocédo e reduz a capacidade exploratdria dos ratos no teste de campo
aberto, os mesmos autores quando injetaram concomitantemente corticosterona e metirapona
nesses animais mostraram que esses efeitos ndo eram revertidos revelando que a acdo da
metirapona na locomocdo é independente de glicocorticoides (DROUET et al, 2010).

A mifepristona, ou  também chamada de mifepristone ou RU-38486, € um
antiglicocorticoide sendo considerado com um antagonista dos receptores de glicocorticoides
(AGARWAL, 1996). E um composto sintético o qual bloqueia a progesterona no nivel de seu

receptor. Foi o primeiro composto antagonista de receptores para progesterona aprovado para o
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uso clinico e tem sido usado atualmente como droga abortiva de emergéncia ou droga
contraceptiva emergencial (AGARWAL, 1996). Recentemente, foi descoberto que a dosagem
requerida para surtir efeitos contraceptivos é menor do que o originalmente proposto (ZHOU et al
2011; CHEN et al, 2010). Os mecanismos exatos que expliquem o efeito contraceptivo da
mifepristona permanece ainda por ser elucidado (AGARWAL, 1996; CHEN et al, 2010; ZHOU
etal, 2011).

A mifepristona também ¢é chamada de RU-38486 sendo que sua producdo iniciou-se a
partir do RU-26988 (ADAIKAN; KOTTEGODA, 1984). A mifepristona funciona como
antagonista dos receptores de glicocorticoides suprimindo a concentracdo de cortisol e
corticosterona no plasma.

Ainda recentemente, pesquisadores descobriram que baixas doses de mifepristona
ingerida diariamente pode inibir o desenvolvimento do endométrio a fim de obter o efeito de
contracep¢do, chamado de endométrio contracepcdo (NARVEKAR et al, 2004; SPITZ, 2006).

Alguns estudos relatam que mifepristona em doses multiplas pode afetar o sistema imune,
apresentando supressao da proliferacdo de linfocitos e diminuir a regulacéo de interleucina-2 (IL-
2) (CHEN et al, 2010). Além disso, a mifepristona exibe tanto um comportamento agonista
quanto antagonista na liberacdo de linfécito T. A mifepristona age também afetando alguns
marcadores da receptividade do endométrio, reduzindo as taxas de prenhez (DANIELSSON;
MARIONS; BYGDEMAN, 2003; LALITKUMAR et al, 2007).

Baixas dosagens de mifepristona podem apresentar um efeito contraceptivo com alguns
poucos efeitos colaterais. Administracdo diaria de mifepristona blogueou o desenvolvimento do
endométrio permitindo ciclos ovarianos bifasicos e sangramento regular nas mulheres submetidas
ao tratamento. Numa concentracdo plasmatica de 232.7 nmol/L, a mifepristona conseguiu inibir a
ovulacdo (SARKAR, 2002).

A mefiprestona quando administrada in vitro e em baixas dosagens aumentou 0 ndmero
de células CD56(+)NK e a porcentagem de células CD3(-)CD56(+)CD16(-)NK no endomeétrio
receptivo de humanos. Pesquisadores observaram também que o tratamento com mifepristona
aumentou significativamente a citotoxicidade das células natural killer uterinas (UNK) isoladas de
uteros gravidicos durante a fase receptiva. Ou seja, 0 uso de mifepristona em baixas dosagens

aumentou a citotoxicidade das células uNK podendo fazer com que haja uma destruicdo do
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microambiente uterino, afetando de modo imunolégico o endométrio, prejudicando a gestacdo
(CHEN et al, 2010; ZHOU et al, 2011).

A citotoxicidade das células uNK parece estar significativamente maior em pacientes com
abortos habituais quando se comparadas com mulheres saudaveis. Isso leva ao entendimento de
que o controle da citotoxidade € importante para a manutencdo da gestacdo, onde citotoxidade
diminuida parece ser favoravel para a gestacdo (CHEN et al, 2010; ZHOU et al, 2011).

Estudos anteriores em nosso laboratorio (ZAVAN, 2011) evidenciaram que apo0s
administracdo LPS intraperitonealmente em camundongos no 10° dia de gestacdo, os animais
apresentaram comportamento apéatico e ansiogénico. A sugestao para tal acontecimento seria a da
inducdo de ciclooxigenase-2 (COX2) e prostaglandina microssomal sintase 1 (MPGES1) nas
células vasculares do cérebro. Tais compostos poderiam ativar o metabolismo de noradrenalina e
serotonina, além de aumentar a secrecdo de CRH, elevando, por consequéncia, ACTH e os
glicocorticoides (BESEDOVSKY et al, 1986; DUNN, 1988).

De acordo com trabalhos anteriores, a administracdo da dexametasona, um glicocorticoide
exogeno, apresenta efeitos benéficos diante do tratamento com lipopolissacarideo de Escheria
coli. Porém, a literatura cientifica ainda carece de informacfes acerca do uso do respectivo
farmaco como pré-tratamento a administracdo do LPS no periodo gestacional. Mais ainda, ndo ha
trabalhos na literatura que visem o estudo do glicocorticoides sintético, dexametasona, no pré-
ratamento ao LPS observando pardmetros comportamentais de fémeas prenhes. O presente
trabalho teve como fito contribuir a fim de diminuir a caréncia no ambito cientifico, observando a
interferéncia desse farmaco no processo gestacional por si sO, além de observar também os
efeitos diante da combinacdo com o tratamento com LPS, verificando também a questdo
comportamental.

N&o obstante, ha de se especular a interferéncia da administracdo do LPS ndo somente no
que diz respeito ao comportamento doentio durante a fase gestacional, mas também sua
interferéncia no processo gestacional per se, visto que o LPS ativard o sistema imunolégico
podendo modificar a tolerancia imunologica na interface materno-fetal.

Mais ainda, o presente trabalho foi proposto a fim de investigar a inibi¢do da sintese de
glicocorticoides como pré-tratamento, através de mecanismos farmacoldgicos, com o intuito de
observar possiveis alteragdes na homeostasia gestacional, modificando também, de maneira

significativa, o0 comportamento da fémea prenhe ap6s a administragéo do LPS.
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Como inibidores da sintese de glicocorticoides, a metirapona e a mifepristona foram as
drogas escolhidas, observando a agdo de ambas sobre o comportamento doentio quando
administradas em camundongos prenhes no 10° dia gestacional. Para tanto, buscou-se avaliar o
comportamento semelhante a ansiedade e depressdo, 0 comportamento de exploracdo e

locomocdo, além de observar interferéncia de tais compostos na viabilidade gestacional.
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3. OBJETIVOS

O presente trabalho apresenta os seguintes objetivos geral e especificos:

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da administracdo de dexametasona, metirapona e mefiprestone na
presenca do tratamento com lipopolissacarideo de E. coli sobre a temperatura, comportamento e

viabilidade gestacional em camundongos prenhes no 10° ddg.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

O trabalho apresenta os seguintes objetivos especificos:

a) Avaliar o efeito do LPS, dexatamesona, metirapona e mifepristone na temperatura,

no comportamento e na viabilidade gestacional de camundongos no 10° ddg;
b) Avaliar os efeitos do tratamento prévio com detametasona, metirapona e

mifeprestone na temperatura, comportamento e viabilidade gestacional de camundongos

submetidos a endotoxemia causada pelo LPS no 10° ddg.

4 MATERIAIS E METODOS
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Para execucdo do presente trabalho foram utilizados métodos descritos detalhadamente a
sequir.
4.1 ANIMAIS

Foram utilizados 160 camundongos fémeas virgens da linhagem Swiss, provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal de Alfenas-MG, com idades entre 8 e 16 semanas,
mantidas sob regime ad-libidum de &gua e racdo em pellets no biotério do LABAINT da
UNIFAL-MG. Foram utilziados outros 10 camundongos machos pertencentes a linhagem Swiss
para realizacdo do acasalamento. Os procedimentos foram aprovados pelo Comité de ética no uso
e Experimentacdo Animal (CEUA) da UNIFAL-MG. Protocolo:524/2003.

Os animais tiveram acesso a alimentacdo e agua em regime ad libitum, sujeito a regime de
claro/escuro de 12 horas, com temperatura e umidade controlados.

As fémeas virgens foram acasaladas com machos adultos, férteis pertencentes & mesma
linhagem, obedecendo a proporc¢éo de 3 fémeas para cada macho, ao final de cada tarde. O dia do

diagnostico do tampéo vaginal foi considerado como sendo o 1° dia de gestacao (ddg).

4.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

As fémeas foram entdo divididas em 8 grupos experimentais distintos que receberam
diferentes injecBes intraperitoneais no 10° ddg com intervalos de 30 minutos entre elas. As
injecdes realizadas no periodo da manha. A primeira injecdo continha o pré-tratamento com as
drogas (Metirapona ou Dexametasona ou Mifepristone) ou ainda Salina, sendo que a segunda
injecdo continha, respectivamente, salina ou LPS. Os grupos foram divididos conforme a tabela

abaixo:
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TABELA 1. Grupos experimentais indicando o tratamento, a dosagem das substancias utilizadas

e 0 numero de animais utilizados em cada grupo.

Grupo Experimental PRE-TRATAMENTO + TRATAMENTO NUmero de
animais
I (controle) Salina 0,9% + Salina 0,9% 20
I Salina 0,9% + Lipopolissacarideo de E. coli 20
(100pg/Kg do animal)
i Metirapona (100mg/kg do animal) + Salina 0,9% 20
v Dexametasona (2,5mg/Kg do animal) + Salina 20
0,9%

\Y Mefipristone (80 mg/Kg do animal) Salina 0,9% 20

VI Metirapona (100 mg/kg do animal) + LPS 20
100pg/Kg do animal

Vil Dexametasona (2,5 mg/kg do animal) + LPS 20
100ug/kg de animal

\h Mifepristone (80 mg/kg do animal) + LPS 20

100pg/kg de animal

Fonte: do autor
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4.3 ANALISE COMPORTAMENTAL

Ap0s 2 horas de administracdo da segunda injecdo, os animais tiveram suas temperaturas
retais aferidas com termoémetro digital (BD CONSUMER HEALTHCARE modelo 524036),
realizando-se, logo em seguida, os testes comportamentais nos parametros de comportamento
semelhantes a ansiedade, depressao e alteracfes na locomocéo.

Foram realizados os testes de labirinto em cruz elevado (LCE) com o objetivo de avaliar
comportamentos semelhante a ansiedade, o teste de campo aberto (CA) a fim de observar
comportamento semelhante a ansiedade e averiguar, de maneira conjunta, a locomogdo dos
animais, realizando-se também o teste do nado for¢cado com o objetivo de analisar um possivel
comportamento depressivo nos animais. Ao todo, 10 animais de cada grupo experimental foram
submetidos ao teste do Labirinto em Cruz Elevado e teste de reconhecimento espontaneo de
objetos e outros 10 animais de cada grupo foram sujeitos ao teste do campo aberto e,
posteriormente, ao teste do nado forgado.

Os testes de comportamento foram gravados utilizando-se uma cémera de video
previamente instalada na sala de comportamento animal do LABAINT na UNIFAL-MG. A fim
de evitar que parametros externos influenciassem nos resultados, os testes comportamentais
foram realizados em ambiente proprio, com luminosidade e temperatura adequadas, objetivando
que ndo houvesse geracdo de estresse ao animal. Buscando uma correta e eficaz padronizacédo dos

testes, todos os experimentos foram realizados pela manhd, preferencialmente no mesmo horaério.

4.3.1 Analise do comportamento semelhante a ansiedade

O labirinto em cruz elevado (LCE) é formado por uma plataforma de madeira constituida
por dois bracos abertos e dois bracos fechados, sendo que cada brago possui 40 cm de
comprimento por 10 cm de largura. As paredes laterais dos bragos fechados possuem 15 cm de
altura. O labirinto é elevado, pois se localiza a 35 cm de altura do solo. O teste de analise

comportamental no labirinto consiste em posicionar o0 animal exatamente no centro do aparato,
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com o focinho voltado para um dos bragos fechados, deixando que a fémea do camundongo
prenhe percorra livremente o instrumento por um tempo cronometrado de 5 minutos (TOYAMA,
2012).

Parametros importantes para a coleta de dados foram observados na avalia¢do do video
como o tempo de permanéncia nos bragos abertos e fechados, o numero de entradas nos bragos
abertos (parametros de ansiedade), tempo de permanéncia na plataforma central (avaliacdo de
risco), numero de empinadas (rearing ou rumping), no qual o animal ergue-se ficando apoiado
sobre as duas patas traseiras (parametros de atividade locomotora exploratoria), nimero de
mergulhos (aspecto etoldgico no qual o animal examina embaixo dos bracos, olhando em diregdo
ao chdo) e nimero de vezes que o animal realizou o auto-clean (comportamento de auto-limpeza
onde o animal fica parado cocando partes de seu corpo, também chamado de grooming), além da
frequéncia de esticar (posicdo na qual o animal estica todo seu comprimento e retorna a posicao
original, sem que haja movimentacdo das patas dianteiras). Tais parametros séo fundamentais
para verificar desvios nos padrdes comportamentais entre 0s animais pertencentes ao grupo
controle e aos grupos tratados, verificando-se comportamentos tipicamente ansioliticos e/ou
ansiogénicos (LISTER, 1987).

Os videos comportamentais foram analisados com o emprego do software PlusMZ v1.1.

4.3.2 Analise do comportamento semelhante a depresséo

Para detectar comportamento depressivo foi utilizado o teste do nado forgado (“forced
swimming test”). Para tanto, foi utilizado um cilindro vertical de vidro, com dimensdes de 14 cm
de diametro e 25 cm de altura, preenchido com agua a 30°C até a altura de 20 cm. O volume de
agua deve permitir que o animal possa nadar ou boiar sem encostar as patas ou a cauda no fundo
do recipiente. Para o teste, cada camundongo foi colocado no cilindro por 5 minutos e foi
avaliado o tempo de laténcia com que o animal exibe o comportamento de boiar e o tempo total
boiando (tempo em que o animal faz pequenos movimentos somente para manter a cabega acima
do nivel da agua). Somente os 4 ultimos minutos foram analisados, de acordo com a metodologia
de Porsolt (1977).
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4.3.3 Analise do comportamento semelhante a ansiedade e analise da locomogao

O aparato do campo aberto € constituido por um circulo de acrilico de 90 cm de didametro,
com paredes de 35 cm de altura. O fundo desta arena é marcado por 4 circulos concéntricos,
cortados por 2 retas dividindo a arena em 12 quadrantes disformes. O teste foi realizado
introduzido o animal no centro da arena de experimentacéo, deixando que o mesmo explorasse
livremente por um periodo de 5 minutos. Durante a realizacdo do teste, ndo houve a presenca do
pesquisador no recinto, precavendo-se a fim de que ndo houvesse geracdo de estresse para 0s
animais.

Durante a analise do video, o comportamento do animal foi averiguado, medindo-se a
frequéncia do comportamento de levantar, movimento no qual o animal apoia-se sobre as patas
traseiras tocando as paredes laterais do cilindro de acrilico, frequéncia de grooming (movimento
caracteristico de se cocar, levando as patas dianteiras a regido da cabeca ou do corpo), além do
namero de bolos fecais. Foi analisado também o tempo de exploracdo dos animais nos quadrantes
centrais e periféricos, medindo-se também o nimero de cruzamentos entre quadrantes periféricos
e centrais, além do tempo de laténcia para o primeiro cruzamento para a periferia. Entre a
exposicdo de um rato e outro € necessario a limpeza do chao da arena com alcool 10% secando
bem e deixando circular um pouco de ar. Cumpre-se ressaltar que foi considerado cruzamento

entre quadrantes quando o animal coloca suas 4 patas no mesmo (TOYAMA, 2012).

4.3.4 Analise de memoria

Para proceder a analise do armazenamento temporario de informacGes e avaliacdo da
memoria em curto prazo dos animais, foi realizado o teste do reconhecimento espontaneo dos
objetos proposto por Abe H, Ishida Y e Iwaski T (2004). Tal teste comportamental foi realizado

de modo sequencial, dividido em trés etapas. Para a realizacdo de todas as etapas foi utilizada
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uma caixa de madeira de experimentacdo animal, confeccionada apresentando 65 cm de altura
por 40 de comprimento. A caixa tem formato quadrangular e em seu interior serd colocada
apenas maravalha para forrar o fundo da mesma. A caixa nao apresentou iluminacéo artificial e
também ndo apresentou subdivisdes, sendo de campo aberto, possibilitando que o roedor se
desloque livremente, de modo a explorar a caixa. Na borda superior em uma das paredes laterais
da caixa foi instalada a cAmera filmadora que sera responsavel por registrar e gravar o teste, para
posteriormente medir 0s parametros necessarios para averiguar as diferencas comportamentais.

Na primeira etapa do teste de memoria, etapa de reconhecimento, o animal foi introduzido
na caixa de experimentacéo e deixado no ambiente pelo tempo de 5 minutos para reconhecimento
e explorag@o do ambiente; por esta razdo denominada de aclimatacéo.

Apds a aclimatacdo, a fémea foi retirada da caixa de experimentacdo animal, sendo
colocada numa gaiola a parte. Dois objetos (Al e A2) idénticos foram introduzidos na caixa de
experimentacdo. Nesta segunda etapa, conhecida como etapa teste, o animal foi introduzido na
caixa com o focinho voltado para a parede oposta aquela onde os objetos estavam localizados e
foi observado seu comportamento por 5 minutos. Foi mensurado o tempo de exploracdo dos
objetos, utilizando-se para isto 2 crondbmetros. O tempo de exploracdo de cada objeto foi somado,
resultando num tempo de exploracéo total (AG = Al + A2).

Terminado o tempo, o animal foi retirado da caixa novamente e um dos objetos foi
substituido, fazendo com que houvesse um objeto ja familiar ao animal e um objeto novo (A3 e
B). E necessario salientar que o intervalo de espera entre a realizacdo de cada etapa foi de 4
minutos, a fim de que ndo houvesse interferéncias no padrdo etoldgico do animal e objetivando
também que néo fosse gerado um estresse ao animal condicionado & submisséo ao teste.

Na terceira etapa, conhecida como etapa experimento, a introdu¢do do animal se deu da
mesma maneira que descrito para a etapa 2 e 0 animal permaneceu na caixa executando o teste
por 5 min. O tempo de exploragéo a cada objeto introduzido na caixa foi outra vez mensurado e
verificou-se também se existia preferéncia na exploracdo ao objeto novo ou ao objeto familiar.
Estatisticamente, foi verificado o tempo de exploracdo global e a taxa de discriminagdo baseado
na diferenca entre o tempo gasto na exploragdo de um novo estimulo, causado pelo objeto B, e 0
tempo despendido na exploracao do objeto familiar (A3), sendo que a formula utilizada sera:

R =B-A3/B+A3
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4.4 ANALISE DOS NEONATOS

Para aquelas fémeas na qual a gestacdo chegou a termo foram avaliados o numero médio
de filhotes nascidos por ninhada, bem como, as possiveis alteracdes morfolégicas macroscépicas

nos mesmos na manha seguinte ao nascimento.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Para analise dos dados obtidos nos testes de comportamento foram realizados testes
estatisticos usando o teste ANAVA two-way seguido pelo pos-teste de Neuwman Keuls. Os
dados foram expressos como média = EPM. O tratamento com LPS foi considerado um fator
sendo que o pré-tratamento com as drogas utilizados no protocolo experimental foi considerado
como sendo o segundo fator. Averiguou-se também, atraves do referido teste estatistico, a
interacdo entre os dois fatores na composicao dos parametros analisados. O processo de analise
estatistica foi conduzido comparando o0s resultados obtidos entre cada um dos grupos de
tratamento com o grupo controle na qual os animais que 0 compuseram receberam injecdo de
salina seguida por uma nova injecdo, 30 minutos ap6s a primeira, contendo veiculo (salina).
Valores com p < 0,05 foram considerados como sendo significativos. Houve a comparacéao
também entre o grupo de pré-tratamento (dexametasona; metirapona ou mifepristone) que
recebeu como tratamento a inje¢do contendo veiculo com o grupo de pré-tratamento que recebeu
como injecdo posterior o tratamento com LPS.

Para ambas as analises, empregou-se 0 programa estatistico Graphpad PRISM 6.0.
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5 RESULTADOS

Os resultados obtidos no presente estudo para 0S grupos experimentais acima
apresentados estdo descritos detalhadamente a seguir, acompanhados dos respectivos graficos. A
fim de organizar sistematicamente a apresentacdo dos resultados optou-se por apresenta-los em

blocos, de modo que cada se¢do ird conter um farmaco especifico demonstrando seus resultados.

5.1 ANALISES REFERENTES AOS GRUPOS EXPERIMENTAIS PRE-TRATADOS COM
DEXAMETASONA SEGUIDAS OU NAO DA APLICACAO DE LPS

Os resultados pertencentes ao pré-tratamento com dexametasona, seguida ou ndo da

administracdo da endotoxina E coli. serdo apresentados a seguir.

5.1.1 Andlises da Temperatura Retal

A analise da temperatura retal (figura 1) mostrou que houve diferenca significativa nos
fatores tratamento com LPS, pré-tratamento com dexametasona, além de mostrar a existéncia de
interacdo entre ambos os fatores (Fator pré-tratamento F (1, 83) = 23.10, p< 0.0001; Fator
tratamento F (1, 83) = 13.34, p = 0.0005; Fator interacdo F (1, 83) = 13.34, P = 0.0005). O pos-teste
revelou que no grupo salina + LPS diminuiu significativamente a temperatura retal em
comparacdo com o grupo salina + salina (p< 0.0001; q = 9.969). Além disso, o grupo DEXA +
LPS apresentou um aumento da temperatura quando comparado com o grupo salina + LPS (p<
0.0001; g = 8.587).
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Figura 1- Grafico referente a temperatura retal das fémeas no 10° dg
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Fonte: do autor

Nota: (****) refere-se a diferenca significativa do ponto de vista estatistico, sendo p<0.0001
comparando-se ao grupo controle (salina + veiculo). ($$$$) refere-se a diferenca estatistica em
comparagdo com o grupo salina + LPS, onde p< 0.0001.

5.1.2 Analise Comportamental

Os resultados obtidos referentes aos testes de comportamento empregados em nossa
metodologia apresentar-se-do a seguir.

5.1.2.1 Labirinto em Cruz Elevado

Ao ser analisado os resultados estatisticos provenientes do teste do Labirinto em cruz
elevado (Figura 2) dos respectivos grupos experimentais outrora abordados nessa secdo foi
possivel verificar que o fator tratamento com LPS apresentou significancia estatistica em

parametros locomotores ou de exploracdo, como a frequéncia média de entradas nos bragos
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abertos (F (1, 36) = 17.23, P = 0.0002), na plataforma central (F (1, 36 = 43.29; P < 0.0001) e
também nos bragos fechados (F 1, 36y = 39.91, P < 0.0001).

Mediante a analise do poOs-teste, nota-se que o tratamento com LPS causou diminui¢do na
frequéncia de entradas no braco aberto (Figura 2B) tanto no grupo salina + LPS quando
comparado ao grupo controle (p<0.05; g= 3.670) tanto no grupo DEXA + LPS (p<0.01; g=
4.489). Ainda nesse aspecto, percebe-se que o grupo DEXA+LPS é divergente do grupo DEXA +
salina (p < 0.05; g= 4.666) causando, também diminuicdo na frequéncia média de entradas no
braco aberto.

J& na frequéncia de entradas da plataforma central (Figura 2D), tanto no grupo salina +
LPS (p <0.0001; g= 6.705) tanto no grupo DEXA + LPS (p < 0.001; g= 5.502) quando
comparados ao grupo controle, apresentaram reducdo na média de entradas. Nota-se também,
nesse parametro analisado, que o grupo DEXA + LPS também apresentou reducdo na média de
entradas na plataforma central, quando comparado com o grupo DEXA + salina (p < 0.001; q =
6.453).

Ja no que diz respeito a analise do parametro de entradas no braco fechado (Figura F), o
pos-teste foi capaz de identificar a reducdo significativa no nimero de entradas nesse braco nos
grupos salina + LPS (p < 0.0001; q = 6.786) e DEXA + LPS (p < 0.01; q = 4.828) quando
comparado ao grupo controle. Cumpre ressaltar que o grupo DEXA + LPS apresentou também
diferenca significativa, apresentando reducdo no nimero de entradas, ao ser comparado com 0
grupo DEXA + salina (p < 0.001; g = 5.826).



Figura 2- Graficos referentes ao tempo de exploragdo e frequéncia média de entradas no Labirinto em cruz
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Nota: (A-F) Gréficos referentes & exploracdo e frequéncia de entradas no LCE no qual o eixo das
abcissas corresponde ao pré-tratamento. (A) Tempo de permanéncia no braco aberto. (B) Média de
entradas no brago aberto. (C) Tempo de permanéncia na plataforma central. (D) Média de entradas
na plataforma central. (E) Tempo de permanéncia no braco fechado. (F) Média de entradas no
braco fechado. (*) refere-se a diferenca estatistica onde p<0.05; (**) p<0.01; (***) p<0.001 e
(****) p<0.0001 sendo todos comparados com o grupo controle (salina + veiculo). J& (#)
simboliza a diferenca estatistico cujo p<0.05; (###) representa p<0.001 sendo ambos comparados
com o grupo DEXA + salina
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J& as andlises complementares dos comportamentos exibidos pelas fémeas prenhes
submetidas ao teste do Labirinto em cruz elevado encontram-se dispostos na Figura 3.

De posse das analises referentes aos parametros complementares desempenhados pelos
animais submetidos ao teste do Labirinto em cruz elevado, nota-se que o tratamento com LPS foi
capaz de alterar de modo significativo diversos parametros, sobretudo aqueles relacionados com a
exploracdo/locomocéo.

A analise estatistica atraves da ANOVA two-way revelou-nos que o fator tratamento com
LPS apresenta efeito significativo nos parametros de frequéncia de rumping (F (1, 36) = 39.53, P <
0.0001), frequéncia de movimentos de esticar (F (1, 3s) = 31.57, P < 0.0001), frequéncia de
mergulhos (F (1, 36y = 20.37; P < 0.0001) e frequéncia de grooming (F (1, 36) = 19.12; P =
0.0001). O fator pré-tratamento com dexametasona, por sua vez, sO apresentou significancia
estatistica no parametro de frequéncia de movimentos de esticar (F (1, 35y = 7.577, P = 0.0092).
Além do mais, o teste indicou que ha interacdo entre ambos os fatores apenas na analise da
frequéncia média de grooming (F (1, 36) = 4.384, P = 0.0434). Nos demais parametros analisados
ndo ha efeito significativo do fator pré-tratamento e nem tdo pouco ha interacao entre os fatores.

No que diz respeito a analise da frequéncia média de rumping (Figura 3A) pode-se
afirmar que tanto o grupo salina + LPS (p < 0.0001; q = 7.890), quanto no grupo pré tratado com
DEXA + LPS (p < 0.01; q = 5.468) ha reducdo significativa da frequéncia de rumping em
comparagdao com o grupo controle. Nota-se também que o grupo DEXA + LPS também apresenta
reducdo nesse parametro analisado em comparacdo com O grupo que recebeu apenas a
dexametasona (DEXA + salina; p < 0.01; g = 4.590).

Ja no que diz respeito a frequéncia média de esticar (Figura 3B), 0s grupos salina + LPS
(p <0.01; g 5.055) e DEXA + LPS (p < 0.05; g = 2.959), em compara¢do com o grupo controle,
apresentam significativa diminuicdo na frequéncia média de esticar. Além disso, 0 grupo DEXA
+ LPS também apresenta redugdo, em comparagdo com o grupo DEXA + salina (p < 0.001; q =
6.2254), diminuindo, portanto, a frequéncia de esticar. Porém, nota-se que o grupo DEXA +
salina (p < 0.05; g= 3.346) apresenta aumento na frequéncia de movimentos de esticar, quando
comparado ao grupo controle. Nesse caso, portanto, a propria administracdo da dexametasona é

capaz de elevar a média de movimentos de esticar no labirinto elevado.
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Figura 3- Gréfico referente ao comportamento dos animais prenhes no teste do Labirinto em cruz elevado
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Nota: (A-D) Graéficos referentes as medidas adicionais no LCE. (A) Média de rumping. (B) Frequéncia
média de esticar. (C) Frequéncia média de mergulhos (D) Frequéncia média de grooming. (*)
refere-se a diferenca estatistica existente onde p<0.05; (**) p<0.01; (***) p<0.001; e (****)
p<0.0001 quando submetidos a comparagdo com o grupo salina + veiculo (grupo controle). O uso
de (#) simboliza a diferenca estatistico cujo p<0.05; (##) representa p<0.01 e (###) representa
valores onde p<0.001 sendo a comparacgdo realizada mediante ao grupo DEXA + salina. Ja ($)
representa valores de p<0.05 quando é realizada a comparagdo com o grupo salina + LPS.

Ja no que diz respeito a frequéncia média de esticar (Figura 3B), os grupos salina + LPS
(p <0.01; g 5.055) e DEXA + LPS (p < 0.05; g = 2.959), em comparagdo com o grupo controle,
apresentam significativa diminui¢do na frequéncia média de esticar. Além disso, o grupo DEXA
+ LPS também apresenta redugdo, em comparagdo com o grupo DEXA + salina (p < 0.001; q =
6.2254), diminuindo, portanto, a frequéncia de esticar. Porém, nota-se que o grupo DEXA +
salina (p < 0.05; g= 3.346) apresenta aumento na frequéncia de movimentos de esticar, quando
comparado ao grupo controle. Nesse caso, portanto, a prépria administracdo da dexametasona é

capaz de elevar a média de movimentos de esticar no labirinto elevado.
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A andlise da frequéncia média de mergulhos (Figura 3C), através da realizacdo do pés-
teste, indica reducdo desse parametro entre os grupos salina + LPS (p < 0.01; q = 5.546) e 0
grupo DEXA + LPS (p < 0.01; g = 5.010) e o grupo controle. O grupo DEXA + LPS apresenta
também uma reducdo significativa na frequéncia média de mergulhos no labirinto elevado em
relacdo ao grupo DEXA + veiculo (p < 0.05; q = 3.419).

Ja a andlise da frequéncia de grooming (Figura 3D), nos animais pré-tratados apenas com
salina e que posteriormente receberam LPS (salina + LPS), percebe-se que tal parametro
analisado aumentou significativamente quando comparado com o grupo controle [salina + LPS (p
< 0.001; g = 6.276)]. O DEXA + LPS foi capaz de apresentar uma diminuigdo na frequéncia
média de grooming, fazendo-o retornar aos valores semelhantes ao controle (p < 0.05; q = 3.432).

5.1.2.2 Teste do Campo Aberto

O teste estatistico utilizado por nosso desenho experimental revelou que o fator o
tratamento com LPS causou efeito significativo nos seguintes parametros: tempo de permanéncia
nos quadrantes periféricos (F (1, 37y = 14.34, P = 0.0005;), nimero de cruzamentos entre
quadrantes periféricos (F (1, 37y = 37.38, P < 0.0001), tempo de permanéncia nos quadrantes
centrais (F (1, 37) = 14.36, P = 0.0005), nimero de cruzamentos entre os quadrantes centrais ( F (1,
35) = 32.78, P < 0.0001), nimero de cruzamentos entre centro e periferia (F (1, 37) = 32.08, P <
0.0001), numero total de cruzamentos (F (1, 37) = 48.13; P < 0.0001). Nesses parametros
analisados ndo foram observados efeitos significativos do fator pré-tratamento nem tdo pouco foi
observada a interacdo entre os fatores.

Na analise do tempo de permanéncia nos quadrantes periféricos, o pos-teste identificou
que o grupo salina + LPS apresentou reducao significativa na exploragdo (Figura 4A). Os animais
pertencentes ao grupo salina + LPS (p < 0.01; g = 4.562), em relag¢do ao grupo controle, diminuiu
significativamente esse tempo de permanéncia.

Mediante a analise do nimero de cruzamentos entre 0os quadrantes periféricos realizado
pelos animais que foram expostos ao teste do campo aberto (Figura 4B), o grupo salina + LPS (p
< 0.01; g =5.438) e 0 grupo DEXA + LPS (p < 0.01; g = 4.798) em comparagdo com 0 grupo
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controle (salina + salina), apresentaram uma diminui¢do do nimero de cruzamentos periféricos
significativa. Além disso, o grupo DEXA + LPS quando comparado ao grupo DEXA + salina (p
< 0.0001; g = 6.751) também apresentou queda significativa no parametro em analise.

Outro parametro importante analisado no teste do campo aberto foi o tempo de
permanéncia nos quadrantes centrais (Figura 4C). Houve significativo aumento no tempo de
exploragdo no centro quando comparado ao grupo salina + LPS (p < 0.01; q = 4.563).

Ja no que diz respeito a analise do nimero de cruzamentos centrais realizados pelos
animais submetidos ao teste do campo aberto (Figura 4D) nota-se, mais uma vez, que O
tratamento com LPS causou efeito diminuindo tal pardmetro nos grupos salina + LPS (p <0.0001,
g = 6.649) e DEXA + LPS (p < 0.01; g = 5.226) em relacdo ao grupo controle. Ha& ainda
diminuicdo no namero de cruzamentos centrais quando se compara 0 grupo DEXA + LPS ao
grupo DEXA + salina (p < 0.01; q = 4.828).

Outro pardmetro alterado através do tratamento com LPS é o nimero de cruzamentos
entre centro e periferia (Figura 4E). O pos-teste é capaz de revelar que o grupo salina + LPS (p <
0.001; q = 6.250) e o grupo DEXA + LPS (p < 0.001; g = 5.244) apresentam diminuicéo
acentuada do namero de cruzamentos quando comparados ao controle. Além disso, nota-se que o
grupo DEXA + LPS (p < 0.01; q = 5.124) ao ser comparado com o grupo DEXA + salina

também apresenta significativa reducdo no nimero de cruzamentos entre centro e periferia.
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Figura 4 — Gréficos referentes a analise comportamental dos animais prenhes expostos ao teste do campo
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Nota: (A-F) Gréficos referentes ao tempo de permanéncia e a exploracdo dos animais dos grupos experimentais no
teste do campo aberto. O eixo das abcissas representa o pré-tratamento. (A) Tempo de permanéncia na
periferia. (B) NUmero de cruzamentos entre quadrantes periféricos. (C) Tempo der permanéncia nos
quadrantes centrais. (D) NUmero de cruzamentos entre quadrantes centrais. (E) NUmero de cruzamentos
entre centro e periferia. (F) Nimero de cruzamentos totais. A adog¢do do simbolo (*) refere-se a diferenca
estatistica existente onde p<0.05; (**) diz respeito a valores de p<0.01; (***) representa p<0.001; e (****)
p<0.0001 quando submetidos a comparagdo com o grupo salina + salina (grupo controle). A utilizacéo de
(##) representa quando ha diferenca significativa estatisticamente cujo valores de p<0.01 e (####)
representa valores onde p<0.0001 sendo a comparag&o realizada mediante ao grupo DEXA + salina

Ao se analisar o nimero de cruzamentos totais exibido pelos animais expostos ao campo
aberto (Figura 4F), nota-se que o grupo salina + LPS (p < 0.0001; q = 7.148) e animais
pertencentes ao grupo DEXA + LPS (p < 0.001; q = 6.030) apresentam significativa diminuicdo
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no ndmero de cruzamentos; Nota-se, também, que o grupo DEXA + LPS ¢ significativamente
diferente (p < 0.0001; g = 6.750) do grupo DEXA + salina), uma vez que a redu¢do no numero
totais de cruzamento é acentuada.

Outro parametro importante no que diz respeito a analise do campo aberto é o tempo de
laténcia para que o animal realize o primeiro cruzamento quando recém exposto ao aparato. Tal

informagao encontra-se presente na Figura 5.

Figura 5- Gréfico referente ao tempo de laténcia, em segundos, para o primeiro
cruzamento no teste do campo aberto
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Nota: Grafico referente ao tempo de laténcia para o primeiro cruzamento. O eixo das
abcissas representa o pré-tratamento. (*) denota a diferenga estatistica existente
onde p<0.05. No uso de ($) considera-se diferenca estatistica significante existente
na comparagao com o grupo salina + LPS, cujo p < 0.05.

Ao analisar o tempo de laténcia necessario para o primeiro cruzamento (Figura 5), nota-
se que houve efeito significativo do fator pré-tratamento com dexametasona (P = 0.0189; F (1, 37)
= 6.031. Andlise estatistica posterior revelou-nos que o grupo DEXA + LPS diferencia-se
significativamente do grupo controle (p < 0.05; q = 4.128) e diferencia-se também do grupo
salina + LPS (p < 0.05; g = 3.810), sendo que o tempo necessario para que 0S animais
pertencentes ao grupo DEXA + LPS realizem o primeiro cruzamento € maior, em segundos, do

que o controle e o proprio grupo tratado apenas com LPS (salina + LPS).
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Pardmetros comportamentais adicionais exibidos pelos animais pré-tratados com
dexametasona e expostos ao campo aberto também foram mensurados e encontram-se dispostos

graficamente na Figura 6.

Figura 6 — Gréficos referentes aos padrdes comportamentais de camundongos prenhes expostos ao teste
do campo aberto
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Nota: Gréfico referente as medidas complementares observadas em camundongos prenhes
submetidos ao teste do campo aberto. O eixo das abcissas representa o pré-tratamento.
(A) Média de rumping no teste do campo aberto. (B) Frequéncia de esticar. (C)
Frequéncia de defecacBes no campo aberto. (D) Frequéncia de grooming no teste doo
campo aberto. (*) represente diferencga significativa existente em comparagdo com o
grupo controle (salina + veiculo), cujo p<0.05;(**) representa valores onde p<0.01 e
(***) valores onde p<0.001 sendo comparativos ao grupo salina + salina. (###)
representa valores de p<0.001 quando se comparados com o grupo DEXA + salina

Ao serem analisadas as medidas etoldgicas complementares no teste do campo aberto, foi
constado que o fator tratamento com LPS exerceu efeito significativo nos seguintes parametros:
frequéncia de movimentos de rumping (F (1, 37) = 41.00, P < 0.0001) e frequéncia de esticar (F (,
37y = 10.92, P = 0.0021). Ja o fator pré-tratamento apresentou significancia apenas na frequéncia

média de rumping (F @, 37y = 6.490, P = 0.0151). Foi relatado ainda que houve interacdo
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significativa entre os fatores no pardmetro de frequéncia média de movimentos de esticar (F (1, 37)
=8.072; P =0.0073).

Analises post-hoc identificou uma diminuicéo significativa na média de rumpings (Figura
6A) no grupo salina + LPS (p < 0.001; q = 6.427) e também no grupo DEXA + LPS (p < 0.01; q
= 3.999) em comparagdo com o grupo controle (salina + veiculo). O grupo DEXA + LPS também
apresentou reducéo significativa mediante comparag¢do com o grupo DEXA + salina (p < 0.001; g
= 6.389).

Ja a analise da frequéncia média de esticar demonstrou que o tratamento que animais
pertencentes ao grupo salina + LPS (p < 0.001; q = 6.374) ao ser comparado com o0 grupo salina
+ veiculo apresentaram em diminuigdo brusca na frequéncia de esticar (Figura 6B). O grupo
DEXA + salina (p < 0.05; q = 3.022) juntamente como o grupo DEXA + LPS (p < 0.05; q =
3.593) sdo diferentes ao serem comparados com o grupo controle, exibindo um padrdo
comportamental de diminuicéo na frequéncia média de movimentos de esticar no teste do campo
aberto.

Nas andlises da frequéncia média de defecacbes e frequéncia de grooming em animais

expostos ao teste do campo aberto ndo foram encontradas diferencas significativas.

5.1.2.3 Teste de Reconhecimento Espontaneo dos Objetos

A fim de detectar alteracOes na retencdo de informagdes a curto prazo ocasionados devido
ao pré-tratamento com dexatametasona foi realizado o teste de reconhecimento espontaneo dos

objetos cujos resultados obtidos encontram-se ilustrados na Figura 7.



Figura 7 — Gréficos relativos ao teste de reconhecimento espontaneo de objetos
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Nota: Graficos referentes ao teste de reconhecimento espontaneo de objetos. O eixo das abcissas
representa o pré-tratamento. (A) Tempo de exploracdo global dos objetos. (B) Taxa de
discriminacdo dos objetos. (C) Tempo de exploracdo do objeto A3. (D) Tempo de exploragéo
do objeto B. (**) representa valores de p<0.01; (***) p<0.001 e (****) p<0.0001 quando os
grupos experimentais sdo comparados com o grupo controle (salina + veiculo). (##)
representa valores de p<0.01 e (###) p<0.001 quando comparativos ao grupo DEXA + salina.
O uso de (%) representa valores obtidos de p<0.05 quando comparados com o grupo salina +

LPS.
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Na andlise do teste de reconhecimento espontaneo de objetos encontra-se informacdes

importantes acerca da exploracdo dos objetos por parte dos animais. Nessa andlise, afirma-se

através do teste de ANOVA two-way que o tratamento com o LPS causou um efeito significativo
no tempo de exploracdo global (F (1, 38) = 42.79, P < 0.0001). O fator de tratamento com LPS
também apresentou significancia na taxa de discriminacdo dos objetos (F (1, 38y = 31.07, P <
0.0001), no tempo de exploracdo do objeto A3 (F (1, 38 = 8.067, P = 0.0072) e no tempo de
exploracdo do objeto B (F (1, 38) = 20.20, P < 0.0001. J& o fator pré-tratamento com

dexametasona, no teste de reconhecimento espontaneo de objetos, ndo apresentou efeito

significativo sob nenhum pardmetro. Além disso, afirma-se que h& interacdo entre os fatores no
que diz respeito ao tempo de exploracdo do objeto A3 (F (1,38 = 8.067, P = 0.0072).
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Na figura 7A nota-se ilustrado o grafico representativo da etapa 2 do teste, etapa
denominada de etapa teste, na qual é mensurado a exploracdo global dos objetos por parte dos
animais. Tal resultado é obtido a partir da soma do tempo de exploracdo dos objetos (A1+A2). A
analise do pos-teste indica-nos que ha uma diminuicdo do tempo de exploracdo global nos
animais pertencentes ao grupo salina + LPS (p < 0.0001; g = 7.315) e também em animais
pertencentes ao grupo DEXA + LPS (p < 0.0001; g = 6.864) quando comparados ao grupo
controle (salina + veiculo). O grupo DEXA + LPS também se diferencia do grupo DEXA +
salina (p < 0.001; q = 5.735) tendo uma diminuicéo significativa do tempo de exploracdo dos
objetos introduzidos no aparato durante esta etapa em relacdo do grupo que recebeu como pré-
tratamento a dexametasona e posteriormente uma injecao contendo veiculo.

Ja na figura 7B tem-se representado a terceira etapa do teste de reconhecimento
espontaneo de objetos analisando especificamente a taxa de discriminacdo. Nesse caso, através da
férmula anteriormente apresentada, calcula-se o tempo gasto na exploracdo do objeto sob a
relacdo do tempo despendido na exploracdo do objeto familiar. Percebe-se, que o grupo salina +
LPS (p < 0.001; g = 6.053) além do grupo DEXA + LPS (p < 0.01; g = 4.604), quando
comparados com o grupo controle, apresentam uma diminuicdo significativa da taxa de
exploracdo. Outro ponto de importante destaque é que o grupo DEXA + LPS também apresenta
reducdo na taxa de discriminagdo quando comparado ao grupo DEXA + salina (p < 0.01; q =
5.076).

No que concerne a exploracdo do objeto A3, ilustrado no gréfico da figura 7C, a analise
estatistica traz a tona que o tratamento com LPS no grupo salina + LPS (p < 0.01; g = 5.550) em
relagdo ao grupo controle, apresentou significativa queda no tempo de exploracdo do objeto
familiar. O grupo DEXA + LPS (p < 0.05; q = 4.345) comparado, por sua vez, com 0 grupo
salina + LPS apresenta uma recuperacao no tempo de exploracdo do objeto A3 sendo semelhante
ao controle, existindo um aumento no tempo de exploragéo do referido objeto.

No grafico ilustrado pela figura 7D tem-se o tempo, em segundo, de exploracdo do objeto
novo, simbolizado por objeto B, introduzido na terceira etapa do teste de reconhecimento
espontaneo de objetos. Ao ser procedido o pos-teste sdo obtidas informacBes a respeito das
comparag0es entre 0s grupos experimentas, 0s quais nos indicam que o grupo salina + LPS (p <
0.01; g =5.824) e o grupo DEXA + LPS (p < 0.001; q = 5.764) apresentaram queda significativa
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no tempo de exploracdo ao objeto novo, se comparados aos animais pertencentes ao grupo
controle.

5.1.2.4 Teste do Nado Forcado

Através da analise dos graficos obtidos no teste percebe-se que ndo ha diferenca, do ponto
de vista estatistico, no que diz respeito ao tempo, em segundos, em que 0S animais pertencentes
aos grupos experimentais descritos acima ficam estaticos (figura 8A). Nao ha também alteracoes
significativas no tempo que 0s animais submetidos ao protocolo experimental passam nadando

quando sdo introduzidos no nado forcado (figura 8B).

Figura 8 — Teste do Nado Forgado
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Nota: Graficos referentes ao teste do nado forcado nos animais submetidos ao
protocolo experimental. O eixo das abcissas representa o pré-tratamento
utilizado. (A) Tempo estético, em segundo, no teste do nado forcado. (B)
Tempo nadando, em segundos, no teste do nado forgado.
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5.1.2.5 Andlise da ninhada

Pela andlise do tamanho da ninhada tem-se que o fator tratamento com LPS apresenta
efeito significativo (F ¢, 51y = 38.09, P < 0.0001). Ja o fator pré-tratamento também apresenta
significancia estatistica (F ¢, 53y = 8.681, P = 0.0048). Além disso, a interpretacdo do teste
estatistico conferiu a informacao de que hé interacdo entre ambos os fatores (F (1,53 = 5.873, P =
0.0188).

Figura 9 — Andlise da ninhada
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Nota: Gréfico referente ao nimero médio de filhotes nascidos por ninhada. O eixo das abcissas
representa o pré-tratamento utilizado. (**) representa diferenca significativa cujo os
valores de p<0.01; (***) p<0.001 quando se comparados ao grupo salina + veiculo. (###)
foi usado para indicar a diferenca significativa existe mediante a comparacdo com o grupo
DEXA + salina cujo valores de p<0.0001.

A figura 9 apresenta os resultados acerca do o numero de filhotes nascidos por ninhada.
Na comparagdo com o grupo controle, o grupo salina + LPS apresenta significativa queda no
namero de filhotes nascidos (p < 0.001; q = 5.984). Ja o grupo DEXA + LPS também apresenta
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reducdo significativa no nimero de filhotes nascidos a cada ninhada (p < 0.01; g = 4.171) quando
comparados ao grupo salina + salina. Ainda a respeito do grupo DEXA + LPS nota-se que ele
também apresenta reducdo significativa no nimero de filhotes quando a comparacéo é realizada
com o grupo DEXA + veiculo (p < 0.0001; g = 6.631).

5.2 ANALISES REFERENTES AOS GRUPOS EXPERIMENTAIS PRE-TRATADOS COM
METIRAPONA SEGUIDAS OU NAO DA APLICACAO DE LPS

A fim de abordar os resultados obtidos no emprego do inibidor da sintese de

corticosterona, metirapona, no presente trabalho inicia-se tal secéo.

5.2.1 Analise da temperatura retal

Na figura 10 encontra-se o gréfico referente a temperatura retal dos animais submetidos
ao protocolo experimental delineado anteriormente.

De posse dos dados obtidos através da mensuracdo da temperatura retal das fémeas
prenhes submetidas ao modelo experimental em questdo tem-se que o tratamento com LPS, o
fator pré-tratamento e a interacdo entre ambos os fatores foi significativo mediante a realizacdo
do ANOVA two-way (F tratamento (1, ssy = 50.33, P < 0.0001; F pré-tratamento (1, 85y = 12.33, P =
0.0007; F interacdo (1, 85y = 12.00, P = 0.0008). Na analise através do emprego do pos-teste em
relacdo a temperatura retal (Figura 10), pode-se evidenciar que o grupo salina + LPS ao ser
comparado com o grupo controle apresenta reducdo significativa de sua temperatura retal (p <
0.0001; g = 10.88). Ao ser comparado com o grupo controle, percebe-se que também ha
diferenca no grupo MET + LPS (p < 0.05; q = 3.446) notando a diminuicdo da temperatura retal
também. Ainda a respeito do grupo MET + LPS nota-se que sua temperatura retal é

significativamente diferente do grupo MET + salina (p < 0.05; q = 3.527), havendo diminuigéo na
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temperatura. Porém, ao compararmos o grupo MET + LPS com o grupo salina + LPS nota-se que
héa significativo aumento da temperatura retal (p < 0.0001; g = 6.906).

Figura 10 - Grafico referente a temperatura retal das fémeas no 10° dg
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Nota: Gréfico referente a andlise da temperatura retal das fémeas prenhes envolvidas com o
protocolo experimental proposto. O eixo das abcissas represente o pré-tratamento utilizado.
O uso de (*) representa diferenca significativa cujo valor de p<0.05; (***) representa
valores de p<0.001 e (****) representa p<0.0001 quando se comparado ao grupo salina +
veiculo. (#) representa valores de p<0.05 quando se comparado ao grupo DEXA + salina.
($$$3$) representa valores de p<0.0001 quando se comparado ao grupo salina + LPS.

5.2.2 Andlise comportamental

A analise comportamental das fémeas de camundongos prenhes submetidas ao

procedimento experimental proposto pelo trabalho desenvolvido encontra-se nas se¢fes a seguir.

5.2.2.1 Teste do labirinto em cruz elevado
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Os resultados obtidos mediante a execucdo e analise do teste do labirinto em cruz elevado

encontram-se representados na figura 11.

Figura 11 - Graficos referentes ao tempo de exploracédo e frequéncia média de entradas no Labirinto em cruz
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Nota: Gréficos referentes ao comportamento dos animais prenhes expostos ao Labirinto em cruz
elevado. O eixo das abcissas compreende o pré-tratamento utilizado. (*) p<0.05. (***)
representa diferente significativa cujo p<0.001 mediante & comparag¢do com o grupo salina

+ salina.

Observando os resultados oriundos a partir da analise do teste do labirinto em cruz

elevado, pode-se notar a acdo da metirapona aplicada como pré-tratamento e o lipopolissacarideo

de E coli. na mudanga comportamental nos animais prenhes.
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O fator tratamento com LPS no 10° de gestacdo de camundongos foi significativo,
mediante ao teste de ANOVA duas vias, nos seguintes parametros analisados: frequéncia de
entradas no brago aberto, frequéncia de entradas na plataforma central (F (, 43 = 10.42, P =
0.0024) e frequéncia de entradas no braco fechado (F (1, 43y = 11.55, P = 0.0015). Baseado na
realizacdo do teste estatistico em questdo, afirma-se ainda que ha interacdo entre os fatores
tratamento e pré-tratamento nos seguintes parametros: frequéncia de entradas no bracgo aberto (F
@, 43) = 6.483, P = 0.0146); frequéncia de entradas na plataforma central (F (1, 43y = 9.723; P=
0.0032) e frequéncia de entradas no centro (F (1, 43) = 6.626; P = 0.0136).

Quando o parametro analisado é a frequéncia de entradas no braco aberto, representado
pela figura 11B, o teste estatistico nos revela que o grupo salina + LPS apresenta reducédo
significativa deste parametro quando comparado com o grupo salina + salina (p<0.05; g= 3.670).

Quando o foco da analise passa a ser a frequéncia média de entradas dos animais na
plataforma central, representado pela figura 11D, pode-se afirmar que o tratamento com LPS no
grupo salina + LPS (p < 0.001; g = 5.886), quando comparado ao grupo controle, causou uma
significativa diminui¢do no numero de entradas na plataforma central.

Resultado similar é obtido quando se analisa a frequéncia média de entradas no bracgo
fechado, representado pela figura 11F. Nesse caso também podemos que o grupo salina + LPS ao
ser comparado ao grupo controle (p < 0.01; g = 5.540) apresenta uma significativa reducdo na
média de entradas no braco fechado.

Ja as medidas complementares analisadas na execucdo do teste do labirinto em cruz

elevado encontram-se dispostos na figura 12.
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Figura 12 - Gréfico referente ao comportamento dos animais prenhes no teste do Labirinto em cruz elevado
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Nota: (A-D) Graficos referentes as medidas complementares exibido pelos animais experimentais
expostos ao LCE. O eixo das abcissas representa o pré-tratamento utilizado. (A) Média de
rumping. (B) Frequéncia média de esticar. (C) Frequéncia média de mergulhos (D) Frequéncia
média de grooming. (**) representa valores de p<0.01; (***) p<0.001; e (****) p<0.0001
quando submetidos a comparacdo com o grupo salina + veiculo (grupo controle). O uso de (#)
simboliza a diferenca estatistico cujo p<0.05 e (###) representa valores onde p<0.001 sendo a
comparacdo realizada mediante ao grupo MET + salina. Ja ($$$) representa valores de p<0.001
quando é realizada a comparagdo com o grupo salina + LPS.

Em relacdo as medidas complementares observadas no teste do labirinto em cruz elevado,
tem-se que o tratamento com LPS apresentou diferenca significativa em todos os parametros
analisados, como frequéncia de rumping (F (1, 43) = 37.0, P < 0.0001), frequéncia de esticar (F (,
43) = 24.48, P < 0.0001), frequéncia de mergulhos (F (1, 43y = 7.871, P = 0.0075) e frequéncia de
grooming (F @, 43 = 10.49, P = 0.0023). Ja o preé-tratamento com metirapona, por sua vez,
apresentou diferenca significativa apenas no parametro de frequéncia grooming (F (1, 43) = 12.91,
P = 0.0008). Afirma-se ainda, baseado no teste estatistico utilizado, que ha interacdo entre ambos
os fatores na frequéncia de rumping (F (1, 43) = 7.072, P = 0.0110), frequéncia de mergulhos (F (1,
43=10.11; P = 0.0027) e frequéncia de grooming (F (1, 43y = 13.65, P = 0.0006).

Na figura 12A encontram-se o gréfico referente a frequéncia média de movimentos de

rumping desempenhado pelos animais submetidos ao protocolo experimental quando expostos ao
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labirinto em cruz elevado. Ao ser comparado os valores médios obtidos entre 0s grupos
experimentais, tem-se que o grupo salina + LPS apresenta uma reducdo significativa na
frequéncia média de rumping, quando comparados ao grupo salina + salina (p < 0.0001; q =
8.115). O grupo MET + LPS também apresenta significativa reducdo em tal parametro quando
comparado ao grupo controle (p < 0.0001; q = 7.442). Porém, é necessario ressaltar que o proprio
grupo pré-tratado com metirapona e que recebeu como tratamento apenas veiculo (MET +
veiculo) também apresenta uma reducdo significativa na média de rumpings se comparado ao
grupo controle (p < 0.01; g = 4.633). Outro ponto importante digno de destaque, nessa analise, é
que o grupo MET + LPS também se diferencia do grupo MET + salina exibindo uma
significativa redugdo na média de rumping (p < 0.05; q = 3.749).

llustrado através da figura 12B tem-se a andlise da frequéncia média de movimentos de
esticar o corpo desempenhada pelos animais expostos ao labirinto em cruz elevado. Ao se
comparar o grupo salina + LPS com o grupo controle nota-se a reducéo significativa em tal
parametro (p < 0.01; g = 4.871) de maneira semelhante também ao que ocorre com o grupo MET
+ LPS (p <0.01; q = 4.748) que também apresenta reducdo significativa na média de movimentos
de esticar comparado ao controle. Mais ainda, o grupo MET + LPS também apresenta queda
significativa nesse movimento em questdo se comparado ao grupo MET + salina (p < 0.001; q =
5.074).

Ja na figura 12C tem-se representado graficamente a frequéncia de movimentos de
mergulhos exibida pelos animais quando estes foram colocados no labirinto em cruz elevado. Ao
ser verificado os resultados obtidos pelo pds-teste temos que o grupo salina + LPS apresenta uma
reducdo significativa na média de mergulhos quando a comparacdo é feita com o grupo controle
(p < 0.01; g = 5.551). O grupo MET + LPS também apresenta uma reducao significativa no
parametro por hora analisado quando comparado ao grupo controle (p < 0.01; q = 4.198). Porém,
0 grupo MET + salina, o qual recebeu o pré-tratamento com metirapona seguida da aplicacdo de
veiculo, também apresentou reducdo significativa na média de mergulhos quando comparado ao
grupo controle (p < 0.01; g =5.214).

Ja na figura 12D temos ilustrado a frequéncia média de grooming desempenhado pelos
animais envolvidos na experimentac¢do quando submetidos ao teste do labirinto em cruz elevado..
Nessa analise, podemos afirmar que o grupo salina + LPS apresenta uma significativa elevacéo

na média de grooming exibida pelos animais em comparagdo com o grupo controle (p < 0.001; q
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= 6.432). Ja o grupo MET + LPS, por sua vez, apresenta uma reducdo na frequéncia media de
grooming quando comparado ao grupo salina + LPS (p < 0.0001; g = 6.621).

5.2.2.1 Teste do campo aberto

Os animais envolvidos no procedimento experimental proposto pelo presente trabalho
também foram expostos ao teste do campo aberto cujos resultados encontram-se dispostos a partir
dessa secéo.

No que diz respeito ao fator tratamento com LPS no 10° dia de gestacdo em fémeas
prenhes, encontrou-se existir diferenca significativa nos seguintes parametros analisados: tempo
de permanéncia nos quadrantes periféricos (F (1, 37) = 9.498, P = 0.0039), nimero de cruzamentos
entre quadrantes periféricos (F (1, 37y = 17.51, P = 0.0002), tempo de permanéncia nos quadrantes
centrais (F (1,37) = 9.498, P = 0.0039), nimero de cruzamentos entre quadrantes centrais (F (1, 35 =
19.82, P < 0.0001), nimero de cruzamentos entre centro e periferia (F (1, 37y = 16.99; P = 0.0002)
e nimero de cruzamentos totais (F (1,37) = 21.50, P < 0.0001). O fator pré-tratamento, por sua vez,
apresentou diferenca estatistica significante apenas no parametro de cruzamentos entre centro e
periferia (F (1, 37y = 4.451, P = 0.0417). Nestes pardmetros citados néo foi encontrada diferenca
estatistica significante na interacdo entre o fator tratamento e o fator pré-tratamento com

metirapona.
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Figura 13 - Graficos referentes a analise comportamental dos animais prenhes expostos ao teste do campo
aberto
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Fonte: do autor

Nota: Gréficos referentes ao comportamento de fémeas de camundongos prenhes expostos ao teste do
campo aberto. O eixo das abcissas represente o pré-tratamento utilizado. (A) Tempo de
permanéncia na periferia. (B) Numero de cruzamentos entre quadrantes periféricos. (C) Tempo
der permanéncia nos quadrantes centrais. (D) NUmero de cruzamentos entre quadrantes centrais.
(E) NUmero de cruzamentos entre centro e periferia. (F) NUmero de cruzamentos totais. (*)
represente diferenca significativa existente em comparagdo com o grupo controle (salina + salina),
cujo p<0.05;(**) representa valores onde p<0.01 e (***) valores onde p<0.001 sendo
comparativos ao grupo salina + salina. (#) representa valores de p<0.05 quando se comparados
com o grupo MET + salina.

Na figura 13A tem-se ilustrado o tempo de permanéncia dos animais colocados no campo
aberto nos quadrantes periféricos. O grupo salina + LPS (p < 0.05; q = 3.850) e também de
animais do grupo MET + LPS (p < 0.05; g = 4.051), quando comparados ao grupo controle,
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apresentam reducdo deste parametro. Portanto, aqueles animais que receberam como tratamento o
LPS apresentam reducdo no tempo de permanéncia nos quadrantes periféricos.

Ja na figura 13B encontra-se o grafico referente ao numero de cruzamentos entre 0s
quadrantes periféricos do campo aberto. Quando comparado o grupo salina + LPS com o grupo
controle, através do pds-teste, encontra-se uma reducdo significativa no nimero de cruzamentos
(p < 0.01; g = 5.298). Redugdo no numero de cruzamentos também é encontrada quando se
compara o grupo MET + LPS com o grupo controle (p <0.001; g = 6.011).

Na figura 13C tem-se disposto o gréafico referente ao tempo de permanéncia dos animais
submetidos ao teste do campo aberto nos quadrantes centrais. O p6s-teste nos indica que o grupo
salina + LPS em relac&o ao grupo controle apresenta uma elevacdo no tempo de permanéncia nos
quadrantes centrais (p < 0.05; g = 3.850). Tal evidencia também é similar ao que encontramos no
grupo MET + LPS quando comparado com o grupo controle (p < 0.05; g = 4.052) notando-se
uma elevacgédo no tempo de permanéncia no centro.

J& na figura 13D ha a representacao grafica dos dados obtidos a partir da mensuracdo do
numero de cruzamentos entre os quadrantes centrais desempenhado pelos animais expostos ao
campo aberto. O grupo salina + LPS ao ser comparado com o grupo salina + salina, ou seja,
comparado ao grupo controle, apresenta uma reducgdo significativa no nimero de cruzamentos
entre 0os quadrantes centrais (p < 0.01; g = 5.379). De maneira similar, o grupo MET + LPS
também apresenta reducdo no nimero de cruzamentos centrais quando comparado ao grupo
controle (p < 0.01; g = 4.908). Ainda em relacdo ao grupo MET + LPS, porém quando
comparado ao grupo MET + salina tem-se que h& uma significativa reducdo no nimero de
cruzamentos entre 0s quadrantes centrais realizado (p < 0.05; q = 3.550).

J& na figura 13E encontra-se o grafico referente ao nimero médio de cruzamentos entre
centro e periferia realizado pelos animais envolvidos com o experimento os quais foram expostos
ao teste do campo aberto. Nesse caso, o grupo salina + LPS, quando sua comparacéo se da com o
grupo controle, apresenta um menor nimero de cruzamentos entre centro e periferia do campo
aberto (p < 0.001; g = 5.854). O mesmo ocorre com o grupo MET + LPS ao ser comparado com
0 grupo controle, uma vez que ha reducdo significativa no nimero de transi¢fes (p < 0.001; q =
6.464). Porém, o grupo MET + salina, por sua vez, também apresenta uma reducéo significativa
no que diz respeito ao nimero de transi¢Ges entre os quadrantes centrais e periféricos quando

comparado ao grupo controle (p < 0.05; g = 3.658).
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O numero de cruzamentos totais encontra-se representado na figura 13F. O grupo salina +
LPS, quando comparado com o grupo salina + salina, apresenta uma significativa reducdo no
numero de cruzamentos totais (p < 0.001; g = 6.125), de maneira parecida com o0 que ocorre com
0 grupo MET + LPS, uma vez que também apresenta reducdo em tal parametro (p < 0.001; g =
6.585). E necessario dizer, no entanto, que o grupo MET + salina também apresenta redugio
significativa no numero de cruzamentos totais quando submetidas a comparagdo com o grupo
controle (p < 0.05; g = 3.002).

Ja o tempo de laténcia necessario para que o animal realize o primeiro cruzamento nao

sofreu qualquer alteracdo significativa e encontra-se disposto na figura 14.

Figura 14 - Grafico referente ao tempo de laténcia, em segundos, para o primeiro
cruzamento no teste do campo aberto
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Nota: Grafico referente ao tempo de laténcia de animais quando expostos ao teste do
campo aberto. O eixo das abcissas contém os grupos de pré-tratamentos utilizados.

Ja as medidas complementares desempenhadas pelos animais expostos ao teste do campo

aberto encontram-se dispostos na figura 15.
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Figura 15 - Graficos referentes aos padrGes comportamentais de camundongos prenhes expostos ao teste
do campo aberto
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Nota: (A-D) Gréficos referentes as medidas complementares observadas em camundongos prenhes
submetidos ao teste do campo aberto. O eixo das abcissas representa o pré-tratamento. (A) Média
de rumping no teste do campo aberto. (B) Frequéncia de esticar. (C) Frequéncia de defeca¢des no
campo aberto. (D) Frequéncia de grooming no teste doo campo aberto. (*) representa diferenca
significativa existente em comparagdo com o grupo controle (salina + salina), cujo p<0.05;(**)
representa valores onde p<0.01; (***) valores onde p<0.001 e (****) p<0.0001 sendo
comparativos ao grupo salina + salina. (#) representa valores de p<0.05 quando se comparados
com o grupo MET + salina.

Em relacdo aos parametros relacionados com os comportamentos de rumping, esticar,
grooming e defecar no teste do campo aberto, a figura 15 representa nossos achados. Diante dos
testes estatisticos executados, encontrou-se que o fator tratamento com LPS apresenta diferenca
significativa na frequéncia de rumping (F @, 37 = 29.50, P < 0.0001), na frequéncia de
movimentos de esticar (F ¢, 37 = 19.85, P < 0.0001) e na frequéncia de defecacBes (F (1, 37) =
8.683, P = 0.0055). J& o fator de pré-tratamento com metirapona, por sua vez, apresentou
diferenca significativa, do ponto de vista estatistico, apenas no parametro de frequéncia de
rumping (F ¢, 37y = 4.149, P = 0.0489). A interacdo entre ambos os fatores foi considerada

diferente significativamente apenas na frequéncia de rumping (F (1, 37) = 4.869, P = 0.0336).



76

Representado na figura 15 A encontra-se disposto o grafico referente a frequéncia média
de movimentos de rumping exibidos pelos animais expostos ao campo aberto. Na comparagéo
dos dados obtidos entre os grupos experimentais, encontra-se que o grupo salina + LPS apresenta
uma reducao significativa na média de rumpings durante a execucdo do teste do campo aberto, se
comparada a frequéncia média do grupo controle (p < 0.0001; q = 7.922). O grupo MET + LPS
também apresenta reducgdo significativa em tal pardmetro se comparado ao grupo salina + salina,
grupo controle, (p < 0.0001; g = 7.746). A analise traz ainda a informacdo de que o grupo MET +
salina também apresenta reducéo significativa na média de rumpings na exposic¢ao dos animais ao
campo aberto quando comparado com o grupo controle (p <0.01; q = 4.274).

A figura 15B ilustra os dados obtidos a partir da mensuragdo do movimento de esticar
durante a execucdo do teste do campo, trazendo a frequéncia média de tal movimento.
Comparativamente ao grupo controle, tanto o grupo salina + LPS (p < 0.01; g = 5.141) quanto o
grupo MET + LPS (p < 0.05; g =3.770) apresentam reducdo na média de movimentos de esticar.
O grupo MET + LPS apresenta ainda reducdo significativa na frequéncia média de esticar quando
comparado ao grupo MET + salina (p < 0.05; q = 3.821).

Na figura 15C encontra-se representado a frequéncia média de defecacbes que 0s animais
pertencentes aos grupos experimentais em questdo realizam quando s&8o expostos ao campo
aberto. O pds-teste é capaz de mostrar que o grupo MET + LPS apresenta reducdo significativa
na frequéncia média de defecacdes quando comparado ao grupo MET + salina (p < 0.05; q =
4.501).

N&o ha diferencas significativas no que diz respeito a frequéncia de grooming realizado

pelos animais quando s&o expostos ao teste do campo aberto.

5.2.2.3 Teste de reconhecimento espontaneo dos objetos

Com o intuito de averiguar possiveis desvios na capacidade de retencdo de informacdes a
curto prazo em animais submetidos ao tratamento com LPS e pré-tratamento com metirapona,
realizou-se o teste de reconhecimento espontadneo de objetos cujos resultados encontram-se

dispostos na figura 16.
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Figura 16 - Graficos relativos ao teste de reconhecimento espontaneo de objetos
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Nota: (*) representa diferenca significativa existente em comparacdo com 0 grupo
controle (salina + veiculo), cujo p<0.05;(**) representa valores onde p<0.01; (***)
valores onde p<0.001 e (****) p<0.0001 sendo comparativos ao grupo salina +
veiculo.

Na analise do referido teste, encontrou-se que o tratamento com LPS apresenta diferenca
significativa no tempo de exploragéo global dos objetos, exitindo ainda nesse parametro interagdo
entre o fator tratamento e o fator pré-tratamento com metirapona (F tratamento (1, 37y = 15.00, P =
0.0004; F interacdo (1, 37y = 8.580, P = 0.0058). O teste de ANOVA two-way demonstrou ainda
que o fator tratamento apresentou ainda diferenca significativa, atraves da analise do, no tempo
de exploracdo do objeto A3 (F tratamento (1,37) = 16.03, P = 0.0003; F interacéo (1,37) = 5.765, P =
0.0215;) e no tempo de exploracdo do objeto B (F tratamento (1, 37y = 13.45, P = 0.0008; F (1, 37) =
4.393, P = 0.0430), além de evidenciar também a interacdo significativa, do ponto de vista
estatistico, entre o fator tratamento e o fator pré-tratamento.

Na figura 16A encontra-se representado o grafico referente a taxa de exploragdo dos
objetos Al e A2 na segunda etapa do teste de reconhecimento espontaneo de objetos. O emprego
do pds-teste revelou que o grupo salina + LPS ao ser comparado com o grupo controle apresenta
uma reducéo significativa no tempo de exploracdo dos objetos A1l e A2 na segunda etapa do

teste, comparando-se com o grupo controle (p < 0.001; g = 6.754). De modo similar, 0 grupo
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MET + LPS também apresenta reducdo na exploracdo global de objetos demonstrando o efeito do
LPS nesse aspecto (p < 0.05; g = 3.848). O grupo MET + salina, por sua vez, também apresenta
reducdo no tempo de exploragéo global dos objetos quando comparado com o grupo controle (p <
0.05; q = 3.150).

N&o ha diferenca significativa, do ponto de vista estatistico, quando se é analisado a taxa
de discriminacdo relativa a terceira etapa do teste de reconhecimento espontaneo de objetos.
Porém, ao se analisar separadamente o tempo de exploracdo do objeto A3 e 0 tempo de
exploracdo do objeto B encontra-se diferencas significativas interessantes.

Na figura 16C o grafico representa o tempo de exploragdo do objeto ja familiar ao animal
(A3). HA uma reducgo significativa no tempo de exploracio do objeto A3 entre o grupo salina +
LPS em relacdo ao grupo controle (p < 0.001; g = 6.360). De maneira similar, o grupo pré-tratado
com metirapona mas que também recebeu LPS como tratamento (MET + LPS) também apresenta
reducdo no tempo de exploracdo do objeto familiar quando comparado ao grupo controle (p <
0.01; g = 4.609). Porém, o grupo MET + salina, o qual recebeu a metirapona como pré-
tratamento mas que foi tratada apenas com o veiculo, também apresentou uma significativa
reducdo no tempo de exploracdo do objeto A3 (p < 0.05; g = 3.283).

J& a figura 16D ilustra o gréafico referente ao tempo de exploracdo do objeto novo ao
animal que fora exposto a terceira etapa do teste de reconhecimento espontaneo de objetos. Ha
uma significativa reducdo no tempo de exploragdo do objeto novo por parte dos animais do grupo
salina + LPS (p < 0.01; g = 5.723). De maneira semelhante, o grupo MET + LPS também
apresenta uma significativa reducdo no tempo de exploracdo do objeto B (p < 0.01; q = 5.241).
Porém, quando se analisa o grupo MET + salina, o qual recebeu como tratamento o veiculo de
diluicdo, encontra-se uma reducéo significativa no tempo de exploracéo do objeto novo (p < 0.01;
q = 3.994).

5.2.2.2 Teste do Nado Forcado
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Os resultados obtidos a partir da mensuragdo do tempo estatico e do tempo nadando

quando os animais dos grupos experimentais foram submetidos ao teste do nado forcado

encontram-se presentes na figura 17.

Figura 17 - Teste do Nado Forcado
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Nota: Gréfico referente ao comportamento dos animais prenhes dos grupos
experimentais expostos ao teste do nado forcado. O eixo das abcissas
corresponde aos grupos de pré-tratamento. (A) Tempo estatico no teste do
nado forcado. (B) Tempo nadando no teste do nado forcado. (*) representa
diferenca significativa existente em comparacdo com 0 grupo controle
(salina + salina), cujo p<0.05;(**) representa valores onde p<0.01 sendo
comparativos ao grupo salina + veiculo. (##) representa valores de p<0.01
quando se comparados com o grupo MET + salina

Quando se observa o comportamento dos animais envolvidos com a experimentacao

proposta pelo presente trabalho no teste do nado forcado percebem-se mudangas significativas a

partir do pré-tratamento com metirapona e do tratamento com LPS.

No referido teste, o fator tratamento com LPS apresentou diferencga significativa no tempo
estatico (F (1, 37) = 15.87, P = 0.0003) e no tempo boiando (F (1,38)= 17.45, P = 0.0002).
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Na anélise estatistica do tempo em que o animal passa estatico no teste nado forcado,
representado graficamente na figura 17 A, tem-se que o grupo salina + LPS, ao ser comparado
com o0 grupo controle, apresenta aumento no tempo em que o animal fica imovel, um
comportamento tipico de boiar, no teste do nado forcado (p < 0.05; g = 3.011). Resultado similar
é encontrado no grupo MET + LPS em compara¢do com o grupo controle (p < 0.05; q = 4.217),
aumentando o tempo boiando, expresso em segundo, no teste do nado forgado. E importante
ressaltar que o grupo MET + LPS apresenta um aumento no tempo estatico em rela¢do ao grupo
MET + salina (p <0.01; q =4.974).

J& no gréfico representado através da figura 17B diz respeito ao tempo em que 0s animais
passam nadando no tempo do nado forgado. O grupo salina + LPS apresenta uma reducdo
significativa no tempo, em segundos, em que o animal passa nadando (p < 0.05; q = 3.042). Tal
evidéncia também é encontrada no grupo MET + LPS (p < 0.01; g = 4.577) quando comparado
ao grupo salina + salina. Cumpre-se ressaltar que o grupo MET + LPS também apresenta
diminuicdo no tempo de natacdo quando comparado com o grupo MET + salina (p < 0.01; g =
5.371).

5.2.3 Anélise da ninhada

As fémeas em que se foi permitido que a gestacdo chegasse a termo a fim de contabilizar
o namero de filhotes nascidos a cada ninhada encontram-se representadas graficamente na figura
18.
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Figura 18 — Analise da ninhada
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Nota: Grafico referente ao nimero médio de filhotes nascidos por ninhadas. O eixo das abcissas
contém os grupos de pré-tratamento utilizados. (***) representa diferenca estatistica
significante existente em comparacdo com o grupo salina + veiculo cujo p<0.001. ($$3)
representa valores de p<0.001 em comparagdo com o grupo salina + LPS.

A interpretacdo do grafico representado pela figura 18, através do emprego do teste
ANOVA two way, é capaz de revelar-nos que o tratamento com LPS causa interferéncia
significativa no nimero de filhotes nascidos por ninhada (F (1, 53y = 22.20, P < 0.0001;). Além
disso, com base no emprego do teste estatistico é possivel afirmar que o pré-tratamento com
metirapona também causa efeito significativo no nimero de filhotes nascidos por ninhada (F (1, 53)
= 8.681, P = 0.0048;). Ha ainda que ressaltar a existéncia da interacdo entre o pré-tratamento com
metirapona e o tratamento posterior com LPS, evidenciado através do teste estatistico empregado
(F @, 53 = 5.873; P = 0.0188;). As informacdes trazidas mediante ao emprego do pds-teste
permite-nos afirmar que o grupo salina + LPS, ao ser comparado com o grupo controle, apresenta
uma reducdo significativa do nimero de filhotes nascidos por ninhada (p < 0.001; g = 6.200). J&
quando se realiza a comparacao entre o grupo MET + LPS e o grupo salina + LPS (p <0.001; g =
5.462).
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5.3 ANALISES REFERENTES AOS GRUPOS EXPERIMENTAIS PRE-TRATADOS COM
MIFEPRISTONE SEGUIDAS OU NAO DA APLICACAO DE LPS

Os resultados obtidos a partir do pré-tratamento com a mifeprisotne associando com o
tratamento com o lipopolissacarideo de Escheria coli encontram-se dispostos na se¢do a seguir

5.3.1 Andlise da temperatura retal

A figura 19 apresenta-nos o gréafico referente a temperatura retal dos animais envolvidos
com o protocolo experimental proposto pelo presente trabalho, verificando a interferéncia do pré-
tratamento com mifepristone e o tratamento com LPS na termorregulacéo.

Ao interpretar os dados condizentes com a averiguacdo da temperatura retal dos animais
submetidos a experimentacdo pode-se notar que o tratamento com LPS apresenta diferenca
significativa no controle da temperatura (F (1, 79) = 119.3, P < 0.0001). A comparagao entre 0s
valores médios da temperatura entre 0s grupos experimentais permite-nos afirmar que o grupo
salina + LPS ao ser comparado com o grupo controle apresenta uma significativa queda na
temperatura retal (p < 0.0001; q = 11.43). Ja o grupo MIFE + LPS também apresenta uma queda
significativa de sua temperatura quando comparado com o grupo controle (salina + veiculo) (p <
0.0001; q = 10.37). E importante que se destaque ainda que o grupo MIFE + LPS apresenta uma
temperatura retal significativamente diminuida em relagdo ao grupo MET + salina (p < 0>0001; q
=10.52).
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Figura 19 - Grafico referente a temperatura retal das fémeas no 10° dg
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Nota: Gréfico referente & andlise da temperatura retal dos animais experimentais. O
eixo das abcissas compreende o grupo de pré-tratamento utilizado. O uso de
(****) representa valores onde p<0.0001quando se comparados com o grupo

controle (salina + salina). O uso de (####) representa valores de p<0.0001
comparados com o grupo MET + salina

5.3.2 Andlise comportamental

Os resultados obtidos a partir da analise dos comportamentos de camundongos prenhes

submetidos ao pré-tratamento com mifepristone comparativos aos grupos controle encontram-se
dispostos a seguir

5.3.2.1 Teste do Labirinto em cruz elevado

A Figura 20 representa os resultados obtidos a partir da execucao do teste do labirinto em
cruz elevado nos animais submetidos ao experimento.

A andlise referente ao teste do labirinto em cruz elevado dos animais envolvidos com o

presente protocolo experimental, demonstram que o fator tratamento com LPS apresentou
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diferenga significativa na frequéncia média de entradas no brago aberto (F (1, 34 = 6.137, P =
0.0184); na frequéncia de entradas na plataforma central (F (1, 34) = 46.73, P < 0.0001) e na
frequéncia de entradas no brago fechados (F (1, 34 = 55.59, P < 0.0001). Ja o fator de pre-
tratamento com mifepristone apresentou diferenca do ponto de vista estatistico no tempo de
exploracdo no braco aberto (F (1, 34y = 6.542, P = 0.0152), na frequéncia de entradas no brago
aberto (F (1, 34y = 8.536, P = 0.0061), na frequéncia de entradas na plataforma central (F (1, 34) =
11.01, P = 0.0022) e na frequéncia de entradas no braco fechado (F ¢, 34y = 11.18, P = 0.0020).
Somente ha interacdo entre os fatores no parametro de frequéncia de entradas na plataforma
central (F (1,34 = 11.18, P = 0.0020).

A figura 20 A consiste na representacdo do grafico referente ao tempo de exploragdo dos
animais no braco aberto do labirinto em cruz elevado. Porém, ndo héa alteracfes entre 0s grupos
experimentais que compdem o estudo quando sdo comparados empregando-se para isso 0 pos-
teste de Newman Keuls.

Jé& a figura 20B representa a frequéncia média de entradas no braco aberto exibido pelos
animais experimentais submetidos ao teste do labirinto em cruz elevado. Ao ser realizado o pos-
teste e observamos as comparac@es entre 0s grupos, a interpretacao do teste estatistico nos revela
que o grupo salina + LPS apresenta uma reducdo significativa na média de entradas no braco
aberto quando comparado com o grupo controle (p < 0.01; g = 3.977). O mesmo acontece com 0S
grupos MIFE + salina (p < 0.01; g = 4.568) e MIFE + LPS (p < 0.01; q = 5.710) onde ambos
apresentam significativa reducdo no nimero de entradas no bragco aberto se comparados com o0
grupo controle.

Jé& a figura 20D apresenta-nos o gréafico referente a frequéncia de entradas na plataforma
central quando os animais experimentais foram submetidos ao teste do labirinto em cruz elevado.
Na comparagdo entre 0s grupos experimentais, realizadas através do pds-teste, pode-se afirmar
que os grupos salina + LPS (p < 0.0001; g = 8.953), MIFE + salina (p < 0.001; q = 5.639) e MIFE
+ LPS (p < 0.0001; g = 10.74) apresentam reducdo significativa no numero de entradas na
plataforma central mediante a comparagdo com o grupo controle (salina + veiculo). Porém, ao se
comparar ainda o grupo MIFE + LPS com o grupo MIFE + salina percebe que ha uma redugéo

significativa também no nimero de entradas na plataforma central (p < 0.01; g = 4.695).
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Figura 20 - Grafico referente ao comportamento dos animais prenhes no teste do Labirinto em cruz

elevado.
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Nota: (A-F) Gréficos referentes a exploragdo e frequéncia de entradas no LCE no qual o eixo
das abcissas corresponde ao pré-tratamento. (A) Tempo de permanéncia no brago aberto.
(B) Média de entradas no braco aberto. (C) Tempo de permanéncia na plataforma
central. (D) Média de entradas na plataforma central. (E) Tempo de permanéncia no
braco fechado. (F) Média de entradas no braco fechado. (**) representa valores de
p<0.01; (***) p<0.001; e (****) p<0.0001 quando submetidos & comparacdo com o
grupo salina + salina (grupo controle). O uso de (##) representa valores onde p<0.01
sendo a comparacdo realizada mediante ao grupo MIFE + salina.

Ja no grafico 20F tem-se a informacdo a respeito da frequéncia de entradas no bracgo
fechado quando os animais foram submetidos ao teste do labirinto em cruz elevado. O grupo
salina + LPS apresenta uma significativa redugdo no namero médio de entradas no braco fechado
(p < 0.0001; g = 9.343) se comparado com 0 grupo controle. O mesmo ocorre mediante a

comparacdo dos grupos MIFE + salina (p < 0.001; g = 5.431) e MIFE + LPS (p < 0.0001; q =
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11.42) ao grupo controle, evidenciando a significativa redugdo na frequéncia de entradas no braco
fechado. Outro ponto de destaque é que o grupo tratado com LPS e que recebeu como pré-
tratamento a mifepristone (MIFE + LPS) apresentou significativa redu¢do no nimero médio de
entradas no braco aberto quando comparado ao grupo MIFE + salina (p < 0.01; g = 5.548).

A fim de complementar as analises realizadas na execucéo do teste do labirinto em cruz
elevado, deu prosseguimento a medidas adicionais, as quais estdo apresentadas na Figura 21.

Analisando-se as medidas complementares, chamadas de medidas etoldgicas, no teste do
labirinto em cruz elevado, foi evidenciado que o tratamento com LPS foi significativamente
diferente, do ponto de vista estatistico em diversos parametros, tais como: a frequéncia de
rumpings (F (1, 34) = 89.29, P < 0.0001), a frequéncia média de movimentos de esticar (F (1, 34) =
22.38, P <0.0001), a frequéncia média de mergulhos (F (1,34) = 17.76, P = 0.0002) e a frequéncia
de grooming (F (1, 34) = 13.07, P = 0.0010). O teste estatistico foi capaz de revelar também que o
pré-tratamento com mifepristone apresentou diferenca estatistica na frequéncia média de rumping
(F @, 34 = 6.978, P = 0.0124) e na frequéncia de mergulhos (F (1, 34 = 7.904, P = 0.0081). Ha
ainda, de acordo com o teste estatistico realizado, interacdo entre os fatores de tratamento e pré-
tratamento na frequéncia de mergulhos (F (1, 34) = 4.567, P = 0.0399) e na frequéncia de grooming
(F (1,34 = 10.19, P = 0.0030).

Na figura 21A pode-se observar o grafico referente a frequéncia média de rumping
apresentado pelos animais expostos ao teste do labirinto em cruz elevado. Comparando-se 0s
grupos, percebe-se que o grupo salina + LPS apresenta uma reducdo significativa da média de
rumping ao ser comparado com o grupo controle (p < 0.0001; q = 10.23). O grupo MIFE + salina,
por sua vez, apresenta também uma reducdo nesse parametro comportamental se comparado com
0 grupo salina + salina (p < 0.05; g = 3.580). Ja na andlise do grupo MIFE + LPS o resultado
indica-nos que ha uma reducdo significativa do comportamento de rumping tanto se comparado
ao grupo controle (p < 0.0001; q = 12.79) quanto se comparado ao grupo MIFE + salina (p <
0.0001; g = 8.657).

Ja o gréfico representado na figura 21C indica a respeito da frequéncia media de
mergulhos em animais envolvidos com o presente experimento quando foram submetidos ao teste
do labirinto em cruz elevado. Mediante a analise comparativa entre 0s grupos através do pos-teste
de Newman Keuls, revelou-se que o grupo salina + LPS apresente uma reducéo significativa na

frequéncia média de mergulhos quando comparado com o grupo controle (p < 0.001; q = 6.316).
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O mesmo ocorre em grupos que foram pré-tratados com mifepristone, tanto MIFE + salina (p <
0.01; g = 5.087) quanto o grupo MIFE + LPS (p < 0.0001; q = 7.430) apresentam reducao
significativa na frequéncia média de mergulhos. Diante da interacdo existente entre ambos os
fatores, nesse caso, pode-se afirmar que a combinacdo de mifepristone e LPS resultou numa

queda mais acentuada da frequéncia de mergulhos.

Figura 21 - Gréfico referente ao comportamento dos animais prenhes no teste do Labirinto em cruz elevado
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Nota: (A-D) Gréficos referentes as medidas adicionais no LCE. O eixo X representa o grupo de pré-
tratamento utilizado. (A) Média de rumping. (B) Frequéncia média de esticar. (C) Frequéncia
média de mergulhos (D) Frequéncia média de grooming. (*) representa diferenca significativa
existente em comparagdo com o grupo controle (salina + veiculo), cujo p<0.05;(**) representa
valores onde p<0.01; (***) valores onde p<0.001 e (****) p<0.0001 sendo comparativos ao grupo
salina + veiculo. (#) representa valores de p<0.05 quando se comparados com o grupo MIFE +
salina. O uso de ($$) representa diferenca estatistica existente em comparagdo com o grupo salina +
LPS em que os valores de p < 0.01

A figura 21B, por sua vez, apresenta o grafico referente a frequéncia média de
movimentos de esticar, a fim de que o animal explore o aparato do labirinto num sentido

horinzontal. Percebe-se, através da comparacdo entre 0S grupos, que 0s animais pertencentes ao
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grupo salina + LPS apresentam reducédo significativa na média de movimentos de esticar (p <
0.001; q = 5.746) se comparados ao controle. J& o grupo MIFE + LPS também apresenta uma
reducao significativa na frequéncia média de esticar tanto se comparado com o grupo controle (p
< 0.001; g = 6.324) quanto se comparado ao grupo MIFE + salina (p < 0.05; g = 3.705).

A figura 21D apresenta o gréfico referente a frequéncia média de grooming nos animais
xpostos ao labirinto em cruz elevado. Na andlise empregada a fim de que se comparasse 0s
grupos experimentais, notou-se que o grupo salina + LPS apresenta uma significativa elevacao na
frequéncia média de grooming quando comparado com o grupo controle (p < 0.001; g = 6.771).
Ja o grupo MET + LPS, ao ser comparado com o grupo salina + LPS, apresenta uma reducao
significativa na frequéncia média de grooming. De acordo com os resultados obtidos, portanto, e
de acordo com a interacdo existe entre os fatores de tratamento e de pré-tratamento, afirma-se que
0 pré-tratamento com mifepristone foi capaz evitar que o aumento na frequéncia de grooming

causada pelo tratamento com LPS acontecesse.

5.3.2.2 Teste do campo aberto

A fim de avaliar o comportamento dos animais submetidos a experimentacdo na
exposicdo do campo aberto, apresentam-se os resultados a seguir.

Através do emprego do teste estatistico com o objetivo de analisar os dados referentes a
exposic¢do dos camundongos no campo aberto, revelou-se que o tratamento dos animais prenhes
com lipopolissacarideo de E. coli apresenta diferenca estatistica nos seguintes parametros
analisados: tempo de permanéncia nos quadrantes periféricos (F (1, 36y = 4.171, P = 0.0485),
namero de cruzamentos executados entre quadrantes periféricos (F (1, 36y = 38.94, P < 0.0001),
tempo de permanéncia nos quadrantes centrais (F (1, 369 = 4.171, P = 0.0485), nimero de
cruzamentos entre quadrantes centrais (F (1, 34y = 76.49, P < 0.0001), cruzamentos entre centro e
periferia (F (1, 35) = 46.13, P < 0.0001) e numero total de cruzamentos (F ¢, 3s) = 59.02, P <
0.0001). Além disso, o pre-tratamento das fémeas prenhes com mifepristone apresentou diferenca
significativa nos parametros de numero de cruzamentos entre os quadrantes centrais (F (1, 34) =
9.112, P = 0.0048), cruzamentos entre centro e periferia (F (1, 35) = 5.627, P = 0.0232) e no
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ndmero de cruzamentos totais (F (1, 36) = 6.160, P = 0.0179). Ressalta-se ainda que o teste
estatistico ndo revelou existir diferencas significativas resultantes da interacdo entre ambos 0s
fatores nestes parametros analisados.

Ao se analisar o numero de cruzamentos executados entre os quadrantes periféricos,
presente através da representacao grafica na figura 22B, é evidenciado que o grupo salina + LPS
diante da comparagdo com o grupo controle, apresenta uma redugdo significativa no nimero de
cruzamentos periféricos (p < 0.001; g = 6.596). De maneira similar, o grupo MIFE + LPS
também apresenta reducdo considerdvel no nimero de cruzamentos periféricos, seja quando
comparado ao grupo controle (p < 0.001; q = 8.163) ou quando comparado ao grupo MIFE +
salina (p < 0.001; q = 5.931).

Ao analisar, porém, o nimero de cruzamentos centrais realizados pelas fémeas prenhes
submetidas no experimento delineado por esse estudo, quando expostas ao teste do campo aberto,
chegou-se a conclusdo que o tratamento o grupo salina + LPS, ao ser objeto de comparagdo com
0 grupo salina + salina apresentou uma diminuigdo significativa no numero de cruzamentos
centrais executados (p < 0.0001; q = 9.263). Além disso, o proprio grupo MIFE + salina, ou seja,
0 grupo nos quais 0s animais receberam como pre-tratamento a mifepristone seguida a injecdo do
veiculo, apresentou reducdo no parametro analisado quando comparado com o grupo controle (p
< 0.05; g = 3.289). O grupo MIFE + LPS, por sua vez, apresenta reducdo no numero de
cruzamentos entre os quadrantes centrais tanto quando comparado com o grupo controle (p <
0.0001; q = 11.76) como quando comparado com o grupo MIFE + salina (p < 0.0001; g = 8.261).

Na figura 22E tem-se representado o grafico referente ao numero de cruzamentos entre
centro e periferia nos animais expostos ao teste do campo aberto. O salina + LPS, ao ser
comparado com o grupo controle apresentou reducdo significativa no referido parametro (p <
0.0001; g = 7.499) juntamente com o grupo MIFE + LPS (p < 0.0001; g = 9.358). O grupo MIFE
+ LPS apresentou também reducdo neste pardmetro no que diz respeito & comparacdo com o
grupo MIFE + salina (p< 0.001; q = 6.164).
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Figura 22 —Graficos referentes aos padrées comportamentais de camundongos prenhes expostos ao teste
do campo aberto
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Nota- Gréaficos referentes ao comportamento de fémeas de camundongos prenhes expostos ao teste do
campo aberto. O eixo das abcissas represente o pré-tratamento utilizado. (A) Tempo de
permanéncia na periferia. (B) Numero de cruzamentos entre quadrantes periféricos. (C) Tempo
der permanéncia nos quadrantes centrais. (D) NUmero de cruzamentos entre quadrantes
centrais. (E) NUmero de cruzamentos entre centro e periferia. (F) NUmero de cruzamentos
totais. Nota: (*) representa diferenca significativa existente em comparagdo com 0 grupo
controle (salina + veiculo), cujo p<0.05; (***) valores onde p<0.001 e (****) p<0.0001 sendo
comparativos ao grupo salina + veiculo. (###) representa valores de p<0.001; e (####)
representa valores de p < 0.0001 quando se comparados com o grupo MIFE + salina.

Ja a analise do numero de cruzamentos totais encontra-se presente ilustrada na figura 22

F. Ao analisar os resultados obtidos nesse parametro, tem-se que 0 grupo salina + LPS apresenta
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significativa reducdo no nimero de cruzamentos totais quando comparado com o grupo controle
(p < 0.0001; g = 8.316). O grupo MIFE + LPS, por sua vez, também apresenta reducdo no
numero total de cruzamentos seja comparado com o grupo controle (p < 0.0001; g = 10.38) ou
seja comparado com o grupo MIFE + salina (p < 0.0001; g = 7.124).

Na figura 23 encontra representado o tempo de laténcia necessario para que o animal

realizasse o primeiro cruzamento.

Figura 23 - Grafico referente ao tempo de laténcia, em segundos, para o primeiro cruzamento no teste do
campo aberto
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Nota: Gréfico referente ao tempo de laténcia necessario para que o animal exposto ao teste do campo aberto
realizasse o primeiro cruzamento. O eixo das abcissas represente o grupo de pré-tratamento
utilizado.

Nota: (*) representa diferenga estatistica onde p<0.05 mediante a comparagdo com o grupo controle (salina
+ veiculo). Ja (#) representa valores de p<0.05 quando comparado com o grupo MIFE + salina

Ao se comparar o tempo de laténcia necessario para que o animal realizasse o primeiro
cruzamento ao ser submetido ao teste do campo aberto, nota-se que o tratamento com LPS afeta
significativamente o comportamento do animal (F (1, 359 = 5.186, P = 0.0288;). Alem disso, ha
interacdo entre o fator tratamento e o pré-tratamento (F (1, 36y = 5.834, P = 0.0209;) influenciando
significativamente no resultado. O grupo MIFE + veiculo, ao ser comparado com 0 grupo

controle, apresenta significativa elevagdo no tempo de laténcia (p < 0.05; q = 3.510), a0 passo
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que o grupo MIFE + LPS apresenta reducéo do tempo de laténcia se comparado com 0 grupo
MIFE + veiculo (p < 0.05; q = 4.483).

Figura 24 - Graficos referentes aos padrdes comportamentais de camundongos prenhes expostos ao teste do
campo aberto
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Nota: (A-D) Graficos referentes as medidas complementares observadas em camundongos prenhes
submetidos ao teste do campo aberto. O eixo das abcissas representa o pré-tratamento. (A)
Média de rumping no teste do campo aberto. (B) Frequéncia de esticar. (C) Frequéncia de
defecacbes no campo aberto. (D) Frequéncia de grooming no teste doo campo aberto.

Nota: (**) representa valores onde p<0.01; (***) valores onde p<0.001 e (****) p<0.0001 sendo
comparativos ao grupo salina + veiculo. (##) representa valores de p<0.01 quando se
comparados com o grupo MIFE + salina.

No que diz respeito as analises complementares dos animais submetidos ao teste do
campo aberto, importantes evidéncias sdo tomadas a partir dos resultados estatisticos. O
tratamento com LPS de E coli no 10° dia de gestagdo de camundongos originou diferenga
estatistica nos parametros de frequéncia de rumping (F (1, 36) = 48.75, P < 0.0001), na frequéncia

de movimentos de esticar (F (1, 35y = 26.21, P < 0.0001) e na frequéncia de grooming (F (1, 36) =
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8.108, P = 0.007). J& o pré-tratamento das fémeas prenhes com mifepristone provocou diferenca
significativa na frequéncia de movimentos de esticar (F (1,36 = 11.00, P = 0.0021) e na frequéncia
de defecacbes (F (1, 36) = 5.613, P = 0.0233). Ponto digno de notar é notar a existéncia de
diferenca estatistica na interacdo entre os fatores tratamento e pré-tratamento na frequéncia de
movimentos de esticar (F (1, 36) = 5.363, P = 0.0264).

Na analise da frequéncia média de rumping no teste de campo aberto, representada pela
figura 24A h4, nota-se que o grupo salina + LPS apresenta uma diminuicéo significativa na média
de rumping durante a execucdo o teste do campo aberto (p < 0.0001; g = 9.270). De forma
similar, os grupos MIFE + salina (p < 0.01; g = 3.927) e MIFE + LPS (p < 0.0001; q = 9.187)
também apresentam reducdo nesse pardmetro se comparados ao grupo controle. Mais ainda, 0
grupo MIFE + LPS apresenta também significativa reducdo na média de rumping quando
comparado com o grupo MIFE + salina (p< 0.01; q = 4.920).

A frequéncia média de movimentos de esticar também foi objeto de anélise no nosso
estudo e esta representada graficamente na figura 24B. Averiguou-se que o grupo salina + LPS
apresentou reducdo significativa na média de movimentos de esticar (p < 0.0001; q = 7.820). O
mesmo aconteceu com 0s grupos pré-tratados com mifepristone, tanto MIFE + salina (p < 0.001;
g =5.752) e MIFE + LPS (p < 0.0001; q = 8.616).

5.3.2.3 Teste do reconhecimento espontaneo de objetos

Os resultados obtidos no teste de reconhecimento espontaneo de objetos encontram-se
concentrados na figura 25.

O tratamento com LPS no 10° dia de gestacdo de camundongos provocou diferenca
significativa no tempo de exploracéo global dos objetos (F (1, 35) = 26.59, P < 0.0001), na taxa de
discriminacéo (F (1, 36) = 20.31, P < 0.0001), no tempo de exploracdo do objeto A3 (F(1,36) = 32.16,
P < 0.0001) e no tempo de exploracdo do objeto B (F (1, 36 = 11.82, P = 0.0015). J& o pré-
tratamento com mifepristone foi capaz de gerar diferenca significativa no tempo de exploracdo do
objeto A3 (F (1,36 = 14.64, P = 0.0005) e no tempo de exploracdo do objeto B (F (1, 36) = 6.034, P
= 0.0190). Além dos resultados citados acima, ha interacdo entre os fatores no que diz respeito a

andlise do tempo de exploracdo global dos objetos (F (1, 369 = 5.200, P = 0.0286), no tempo de
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exploracdo do objeto A3 (F (1, 3s) = 16.62, P =0.0002) e no tempo de exploracdo do objeto B (F ,
36) = 5.914, P = 0.0201).

Figura 25 - Graficos relativos ao teste de reconhecimento espontaneo de objetos
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Nota: (A-D). Gréficos referentes ao teste de reconhecimento esponténeo de objetos. O eixo das abcissas
representa o pré-tratamento. O eixo das abcissas represente o pré-tratamento utilizado. (A)
Tempo de exploragdo global dos objetos. (B) Taxa de discriminacdo dos objetos. (C) Tempo de
exploracdo do objeto A3. (D) Tempo de exploracdo do objeto B. (*) cujo p<0.05;(**) representa
valores onde p<0.01; (***) valores onde p<0.001 e (****) p<0.0001 sendo comparativos ao
grupo salina + salina. J& (##) representa diferenca estatistica para valores de p<0.01 em
comparagdo com o grupo salina + LPS.

Na analise do tempo de exploracdo global dos objetos, representado graficamente na
figura 25A tem-se que fator tratamento com LPS nos animais prenhes afetou significativamente a
exploragdo na etapa 2 do teste. Nessa etapa, especificamente, nota-se existir uma diminuigado
significativa do tempo de exploragéo dos objetos Al e A2 nos grupos salina + LPS (p < 0.0001; q
= 7.437); MIFE + salina (p < 0.01; q = 4.073) e MIFE + LPS (p < 0.0001; g = 6.950) quando sdo
comparados com o grupo controle.

A andlise da taxa de discriminacdo dos objetos, representada graficamente pela figura

25B, indica que 0s grupos que receberam como tratamento o LPS [salina + LPS (p < 0.05; g =
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4.263) e MIFE + LPS (p < 0.001; g = 6.064)] apresentam reducéo significativa do parametro por
hora analisado. Cumpre-se ressaltar que o grupo MIFE + LPS apresenta também reducédo
significativa na exploracdo mediante a comparacdo com o grupo MIFE + salina (p < 0.01; q =
4.750). Como no caso da taxa de discriminacdo do grupo MIFE + LPS fornecer valores
negativos, considera que h& um prejuizo significativo na retencdo de memdria a curto prazo nos
animais deste referido grupo.

Quando analisa-se isoladamente a exploracdo do objeto A3 na terceira etapa do teste de
reconhecimento espontaneo de objetos (figura 25C) tem-se que em todos 0s grupos experimentais
quando foram comparados ao grupo controle apresentaram diminuicdo do tempo de exploracéo
do objeto familiar [salina + LPS (p < 0.0001; q = 9.748); MIFE + veiculo (p < 0.0001; q =
7.903); MIFE + LPS (p < 0.0001; q = 1.845)].

Ja a analise do tempo de exploracdo do objeto novo, na terceira etapa do teste de
reconhecimento espontaneo de objetos (figura 25D), todos os grupos experimentais quando
foram comparados ao grupo controle, apresentaram expressiva reducdo no tempo de exploracéo
do objeto B [salina + LPS (p < 0.001; g = 5.871); MIFE + veiculo (p < 0.01; g = 4.888); MIFE +
LPS (p <0.01; g =5.895).

5.3.2.4 Teste do nado forcado

Os graficos referentes aos resultados obtidos na andlise do teste do nado forcado
encontram-se na figura 26.

Na averiguacdo do tempo em gue o animal permanece estatico no teste do nado forgado,
observou-se que o fator tratamento com LPS apresenta diferenca significativa (F (1, 36y = 11.70, P
= 0.0016,). Percebeu-se também que na comparacdo com o grupo MIFE + veiculo, os animais
pertencentes ao grupo MIFE + LPS apresentaram um tempo boiando, expresso em segundos,
maior (p < 0.05; q = 3.922) (figura 26 A).

Quando se analisou o tempo nadando no teste do nado forcado notou-se que o fator
tratamento com LPS também afetou causando efeitos significativos no resultado (F (1, 36) = 11.77,
P = 0.0015;). Nesse ponto, os animais do grupo MIFE + LPS exibiram um menor tempo nadando

do que em comparacdo com o grupo MIFE + veiculo (p < 0.05; g = 3.906).



Figura 26 - Teste do Nado Forcado
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Nota: (A-B) representam os graficos de animais experimentais submetidos ao
teste do nado forgado. O eixo das abcissas compreende o grupo de pré-
tratamento. Nota: (#) representa diferenca significativa existe em
comparagdo com o grupo MIFE + veiculo onde p<0.05

5.3.3 Andlise da ninhada

96
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De acordo com a Figura 27, os resultados referentes a anélise da ninhada, indicam que o
tratamento com LPS foi capaz de afetar de modo significativo o pardmetro analisado (F (1, 55 =
212.8, P < 0.0001). Além disso, o fator pré-tratamento, também foi capaz de interferir
significativamente no nimero de filhotes nascidos por ninhada (F (1, 55y = 356.7, P < 0.0001), uma
vez que ndo nasceram filhotes de fémeas pertencentes aos grupos de pré-tratamento. O teste
estatistico (ANOVA two-way), foi capaz de revelar a interagdo existente entre os dois fatores (F
@, 55 = 212.8, P < 0.0001). A comparagdo entre o grupo salina + LPS e salina + salina indica que

h& uma reducéo significativa do namero de filhotes nascidos por ninhada (p < 0.0001; q = 24.96).

Figura 27 — Andlise da ninhada
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Nota: Gréfico representando o nimero médio de filhotes nascidos por ninhada. O eixo
das abcissas compreende ao grupo de pré-tratamento utilizado no experimento.
(****) representa p<0.0001 quando comparado com o grupo salina + salina.
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6 DISCUSSAO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o comportamento e a viabilidade
gestacional de camundongos fémeas no 10° dia de gestacdo tratadas com glicocorticoide exdgeno
ou inibidores da sintese de glicocorticoides previamente a administracdo de LPS de Escheria coli
que induz comportamento doentio e os resultados obtidos na execucdo do presente estudo

encontram-se discutidos a seguir.

6.1 ANALISE DA TEMPERATURA RETAL

Pela analise da temperatura retal das fémeas pertencentes ao grupo salina + LPS foi
possivel constatar hipotermia, ou seja, diminuicdo significativa da temperatura nesses animais. Ja
quando os animais foram pré-tratados com dexametasona seguidos da administracdo de LPS
nesses ndo foi observada a queda de temperatura vista nos animais salina + LPS. Portanto, a
dexametasona foi capaz de evitar, de maneira significativa, a hipotermia gerada a partir do
tratamento com LPS, com temperatura diagnosticada em niveis iguais estatisticamente ao grupo
controle (salina + salina).

J& os animais que foram pré-tratados com metirapona seguidas do tratamento com LPS
apresentaram uma diminuicdo significativa da temperatura em compara¢do com o grupo controle
e também em comparacdo com o grupo metirapona + salina. Além do mais, o resultado
demonstra que a temperatura retal dos animais MET + LPS foi significativamente mais elevada
quando comparada com a do grupo salina + LPS. Portanto, é cabivel afirmar que a metirapona foi
capaz de atenuar a hipotermia gerada pelo LPS. No entanto, o pré-tratamento com a metirapona
ndo foi capaz restabelecer a temperatura retal para niveis normais pois era ainda menor do que o
observado nos controles.

Quanto ao pré-tratamento com mifepristone, seguido de LPS, foi possivel constatar uma
diminuicdo significativa da temperatura retal em comparagéo ao controle e ao grupo MIFE +
salina. Dessa forma, pode-se afirmar que o tratamento com LPS, mesmo no grupo que que foi

pré-tratado com mifepristone, causou hipotermia nos animais prenhes.
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Segundo Fewell et al (2010), o LPS é capaz de produzir resposta sistémica, alterando
também a temperatura corporal, dependente do estado fisiologico do animal. Embora, segundo o
mesmo autor, a resposta mais frequentemente encontrada seja a hipertermia, mudancas
fisioldgicas ocorridas durante o quadro gestacional podem alterar o tipo de resposta sistémica
levando ao estado hipotérmico. Fewell et al (2010) afirmaram que durante a gestacéo,
especialmente em periodos préximos ao parto, ha mudanga nos centros de termorregulacdo no
SNC, diminuindo sua atividade, ocasionando em hipotenséao e perda de calor.

Segundo Dogan et al (2000), ndo ¢é possivel generalizar afirmando que a aplicacdo de LPS
resulte necessariamente em hipertermia, uma vez que o sorotipo da bactéria gram negativa
utilizada é fundamental para o estabelecimento do tipo de resposta termorregulatoria a ser
encontrada.

Nesse sentido, Akarsu e Mamuk (2007) estudaram a influéncia de diversos sorotipos de
LPS na resposta de hipotermia e de febre administrados intraperitonealmente em ratos acordados,
utilizando a dosagem de 250 pg/kg. Os resultados encontrados indicam que o sorotipo 055:B5
provocou uma resposta hipotérmica inicial seguida de febre, enquanto que o sorotipo 0111:B4
causou uma resposta monofasica mais potente onde foi constada apenas a hipotermia (DOGAN;
ATAOGLU; AKARSU, 2000). Varios estudos demostraram que o LPS é capaz de provocar
hipotermia seguida ou ndo de quadros de febre em ratos (FILKINS; DI LUZIO, 1968;
NASCIMENTO et al, 2013; UENO et al, 1982), e em camundongos (KOZAK, 1997; PAUL et
al, 1999; WANG et al, 1997). Adicionalmente outros autores afirmaram que a resposta de
hipotermia é observada quando concentracfes acima de 0.5 mg/kg de LPS, consideradas altas,
séo utilizadas, (DOGAN; ATAOGLU; AKARSU, 200).

Embora existam diferencas metodoldgicas entre nosso estudo e outros descritos na
literatura, o trabalho de Nascimento et al (2013) demonstrou que a injecdo intraperitoneal de LPS
cujo serotipo é 0127:B8, provocou tanto em fémeas virgens quanto em fémeas lactantes, um
quadro de hipotermia apo6s 2 horas da aplicagdo Nossos resultados sdo também similares aos
achados de Aguila et al (2006) e Toyama (2012), os quais mostraram também a diminuicdo da
temperatura corporea apos 2 e até 3 horas apds o tratamento com LPS.

Segundo Romanovsky e Szekely (1998), a hipotermia encontrada em resposta ao LPS é

uma maneira adaptativa do organismo se defender contra o desafio imunologico. Ainda nesse



100

sentido, Toyama (2012) afirmou que a hipotermia encontrada em fémeas prenhes que receberam
LPS foi devido a um mecanismo neuroprotetor materno contra isquemia provocada pelo LPS.

Toyama (2012) correlacionou a diminuicdo da temperatura corporal de camundongos
fémeas prenhes tratadas com LPS ao aumento de TNF-a, cujo bloqueio realizado por meio de
anticorpo foi capaz de reduzir esses efeitos (TOLLNER et al, 2000) e secrecdo ja foi demostrada
em macrofagos periféricos (KOZAK, 1997). Além do mais, tem sido proposto que o TNF-a
desempenha um papel criogénico endogeno na modulacdo da resposta febril da temperatura
corporal (LONG et al, 1990, 1992; LEON et al, 1997). Sendo assim, pressupde que 0 TNF-a
medeia a hipotermia através de um papel antipirético que previne o aumento da temperatura a
niveis danosos causada pela exposicao ao LPS.

Sabe-se que o periodo gestacional é uma fase que altera de maneira significativa o
balanco de citocinas pirogénicas e antipiréticas/criogénicas seguidas da exposi¢cdo a um composto
pirogénico exdgeno (ASHDOWN et al, 2007; FOFIE; FEWELL; MOORE, 2005). Néo obstante,
Fewell et al (2010) demonstraram que a administracdo de 160 pg/kg de E. coli LPS aumentou as
concentragcdes plasmaticas de IL-1B, IL-6, IL-1ra e TNF-a em ratas ndao prenhes. OS mesmos
autores descreveram que o LPS promoveu em ratas prenhes apenas aumento de IL-1ra e TNF-a
sem alterar os niveis de citocinas pirogénicas, como IL-6 e IL-1 B. Tais achados demostraram que
a gestacdo modifica o balanco entre citocinas pirogénicas e criogénicas. Estudos demonstram que
a terapia com base em anti-TNF atenua a diminuicdo da temperatura provocada a partir da
administracdo de altas dosagens de LPS (TOLLNER et al, 2000). Estudos demonstram que a
terapia com base em anti-TNF atenua a diminuicdo da temperatura provocada a partir da
administracdo de altas dosagens de LPS (TOLLNER et al, 2000). Além disso, pode-se afirmar
que ha maior concentracdo plasmatica de TNF-a apds a indu¢do da endotoxemia, sendo que a
concentracdo méaxima ocorre entre um ou duas horas apds a aplicacdo do LPS (BUENO et al,
1999; PEIRO et al, 1999)

Giusti-Paiva et al (2003), demonstraram a correlacdo positiva entre 0 aumento dos niveis
de vasopressina e a diminuicdo da temperatura corporal, trabalhando com ratos machos. Os
autores afirmam ainda que a observacdo da temperatura corporal assume um comportamento
bifasico, uma vez que h4, nas primeiras duas horas, queda na temperatura corporea, seguida de

elevacdo da mesma apés duas horas com concomitante decaimento dos niveis de vasopressina.
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Entretanto, outros autores (ROMANOVSKY et al, 1998) demonstraram que a injecdo
intravenosa de 10 pg/Kg em ratos induziu resposta trifasica, causando posteriormente febre,
revelando que o tempo necessario para que a resposta febril seja desencadeada em ratos da
linhagem Wistar ¢é de até 300 minutos.

Rosa et al (2003), demonstraram em equinos que aplicacdo de LPS produziu elevagéo da
temperatura retal e 0 aumento de TNF-a com concomitante redugdo da motilidade intestinal entre
1h15min e 6 h apds aplicacdo da endotoxina. Porém, nos animais que foram pré-tratados com
dexametasona 30 minutos antes da injecdo de LPS, houve auséncia de febre. Segundo os autores,
a auséncia de febre nestes animais pode estar relacionada pela diminui¢cdo ou mesmo inibicao da
producdo de prostaglandina e ainda pela inibicdo da sintese de TNF-a. (MORRIS et al, 1991). A
dexametasona reduz a transcri¢do do gene para TNF e também diminui a traducdo do RNAm de
TNF (BEYAERT; FIERS, 1998). Tais achados vdo de encontro aos nossos resultados, uma vez
que também ndo foi observada febre em camundongos prenhes no 10° ddg pré-tratados com
dexametasona e submetidos ao LPS. Em nossos estudos, também ndo observamos diminuicao da
temperatura retal nas prenhes desse grupo se comparado com o grupo controle (salina + veiculo),
porém aumento da temperatura em relacdo ao grupo salina + LPS, o que sugere o papel da
dexametasona na prevencéo da hipotermia gerada pelo LPS.

Jé a respeito dos achados sobre a temperatura retal no grupo pré-tratado com metirapona,
percebe-se que a mesma nédo foi capaz de evitar a hipotermia gerada pelo LPS em comparacéao
com o grupo controle, embora tenha aumentado significativamente a temperatura se comparado
com o grupo salina + LPS.

A metirapona é capaz de potencializar a hipotermia induzida por canabinoides em
camundongos machos (PRYCE; GIOVANNONI; BAKER, 2007). Além disso, a metirapona
intraperitoneal de 150 mg/kg foi capaz de causar uma leve hipotermia em ratos (DROUET et al,
2012). Estudos apontam que a hipotermia apresenta um efeito neuroprotetor, mas que a atividade
da metirapona, no sentido de potencializar a hipotermia, ndo estd relacionada a esta
neuroprotecdo (ADACHI et al, 1999; DROUET et al, 2012; SMITH- SWINTOSKY et al, 1996;
ZHAO; STEINBERG; SAPOLSKY, 2007). Na verdade, a diminui¢do da temperatura corporal
esta correlacionada a uma inibicdo global do metabolismo energético, uma vez que a metirapona
causa diminuicdo do consumo de oxigénio e de utilizacdo de glicose (BRUNO; METZGER,;
MALAISSE, 1972; DROUET et al, 2012; WERNER, 1988). Alem disso, ja foi demonstrado
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anteriormente que a metirapona é capaz de diminuir a temperatura corporal com concomitante
aumento da concentracao de glicose sanguinea (DROUET et al, 2010 e 2012; WERNER, 1988).

Diferente dos estudos procedidos em ratos e camundongos machos, em nosso estudo a
metirapona por si s6 ndo foi capaz de causar hipotermia, sendo diagnosticada hipotermia apenas
nos animais MET+ LPS. Esses resultados sugerem que a gestacdo possa interferir na
termorregulacdo de modo a proteger a hipotermia que deveria ser gerada por meio da aplicacéo
de metirapona.

Nota-se que o pré-tratamento com mifepristone também ndo foi capaz de evitar a
hipotermia gerada a partir da aplicacdo do LPS. Em nossos estudos observamos a diminuicéo
significativa da temperatura retal nos grupos MIFE + LPS quando comparado com o grupo Salina
+ LPS ou com o grupo MIFE + salina.

A combinacdo entre mifepristone e canabinoides provoca uma potencializacdo da
hipotermia gerada através da aplica¢do de endocanabinoides (PRYCE; GIOVANNONI; BAKER,
2003). Acredita-se que essa interacdo possa ser um efeito secundario da sub regulagdo dos efeitos
ténicos do N-metil-D-aspartato na temperatura corporal (RAWLS et al, 2002). Por outro lado, o
pré-tratamento com mifepristone foi capaz suprimir a hipotermia gerada pela aplicacdo de
hidrocortisona e através do estresse de contengdo por 6 horas (KAINUMA et al, 2009).

A administracdo de mifepristone em ratas prenhes nédo foi capaz de alterar a temperatura
basal (FREEMAN et al 1970; MOORE; FEWELL, 2006; NAKAYAMA; SUZUKI; ISHIZUKA,
1975). Tais trabalhos corroboram com nossos achados, uma vez que o grupo MIFE + salina ndo
apresentou diferenca significativa na analise da temperatura quando comparado com 0 grupo
controle.

Diferente dos dados obtidos em nosso estudo, Moore e Fewell (2006) descreveram que 0
mifepristone era capaz de atenuar as respostas de hipotermia frente a administracdo ao LPS de E.
coli em ratas prenhes no 16° ddg. Nesse sentido, nossos resultados podem diferir dos resultados
obtidos por esses autores em funcdo dos mesmos terem investigado a ratas prenhes no periodo
final da gestacdo, momento em que sdo elevados os niveis de corticosterona e reduzidos os de
progesterona (MORISHIGE; PEPE; ROTHCHILD, 1973; PEPE; ROTHCHILD, 1974).

6.2 ANALISE DO COMPORTAMENTO
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No estudo comportamental pelo teste do labirinto em cruz elevado foi observado que o
tratamento de fémeas prenhes no 10° ddg com LPS diminuiu significativamente a média de
entradas nos bracos abertos, na plataforma central e nos bragos fechados, sem que o pré-
tratamento com dexametasona e mifepristone alterassem significantemente esses resultados.

J& quando o pré-tratamento utilizado foi a metirapona, o tratamento com LPS ndo
apresentou diferenca significativa nos parametros de tempo de exploracédo, seja no braco aberto,
na plataforma central ou no braco fechado quando comparados com o grupo controle atraves do
pos-teste. No pos-teste, o tratamento com LPS em fémeas pré-tratadas com salina, apresentou
diferenca significativa nos parametros de entrada no braco aberto, entradas na plataforma central
e entradas no braco fechado. Desse modo, portanto, a aplicacdo de LPS em fémeas de
camundongos prenhes reduziu de modo significativo a média de entradas em todas as zonas do
labirinto em cruz elevado, demonstrando um efeito do LPS na reducdo da capacidade
exploratdria / locomotora nos animais tratados.

Sabe-se que a avaliacdo da ansiedade é o principal aspecto avaliado no referido teste. O
aumento da atividade nos bracgos abertos (porcentagem de entrada e porcentagem de tempo gasto)
indica reducdo da ansiedade (LISTER, 1987).

Por outro lado, mudangas no ndmero total de entradas e/ou mudancas no nimero de
entradas no braco fechado podem indicar efeitos ndo-especificos da atividade locomotora
(MENARD; TREIT, 1999)

Segundo Pellow e et al (1986), o tempo de exploracdo dos animais nos bracos abertos do
labirinto elevado € uma medida confiavel a fim de indicar-nos um comportamento semelhante a
ansiedade. Nesse sentido, sabe-se que 0s animais possuem aversdo por lugares abertos, sendo
estes menos explorados (HOGG, 1996). Portanto, um aumento seletivo nos parametros
correspondentes aos bragos abertos, como o tempo de exploragdo do mesmo, revela um
comportamento ansiolitico (LISTER, 1987), enquanto drogas que diminuem as atividades no
braco aberto sdo ansiogéncias (GIANLORENCO, 2009).

A averiguacdo da exploracdo do braco aberto é a medida classica e referencial para o
presente estudo a fim de que se possa categoricamente afirmar comportamentos semelhantes a

ansiedade nos animais. De acordo com nossas analises estatisticas, observamos que ndo houve
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alteracéo significativa no tempo de exploracéo do brago aberto, e portanto, do comportamento de
ansiedade em nenhum dos grupos experimentais analisados em nosso estudo.

Porém, encontra-se diferenca significativa no que diz respeito ao parametro de entradas
no braco aberto. Nesse sentido, nossos resultados corroboram com os achados de Zavan (2011).
A diminuicdo na frequéncia de entradas no braco aberto pode estar relacionada também com
desvios em relacdo a capacidade locomotora e exploratéria dos animais tratados.

A anélise do numero de entradas nos bragos abertos e fechados é considerada como sendo
uma medida de atividade locomotora dos animais submetidos ao teste do Labirinto em Cruz
Elevado (BOERNGEN-LACERDA; SOUZA-FORMIGONI, 2000; FILE, 2001; LACERDA,
2006; LISTER, 1987; RAMOS et al, 1997). Além disso, segundo diversos outros autores, a
analise do numero de entradas nos bracos fechados contribui também para andlise do fator da
ansiedade (LISTER, 1987; RODGERS; JOHNSON, 1995).

A exploracdo no braco aberto do labirinto elevado é capaz de indicar também
comportamentos relacionados ao medo. Diante disso, sabe que a exploragdo no braco aberto,
mensurada atraveés da entrada e do tempo de exploracdo, juntamente com outras medidas
etologicas adicionais como o0 movimento de esticar (oriundo do inglés “SAP” - stretched attend
postures, na qual o animal estica o corpo e volta a posicao original sem que haja deslocamento) e
0 movimento de mergulho (imersdo de cabeca) indica-nos desvios comportamentais ndo apenas
de comportamento semelhante a ansiedade, mas também de medo (BARBALHO, 2007;
RODGERS et al, 1997).

No presente estudo, em relacdo ao pré-tratamento com dexametasona, nota-se que 0S
animais tratados com LPS (seja nos grupos salina + LPS ou DEXA + LPS) tiveram uma
diminuicdo significativa no numero de entradas no brago fechado sem que houvesse alteracdo no
tempo de exploracédo tanto do braco aberto quanto também do brago fechado. O mesmo acontece
nos animais em relacdo ao pré-tratamento com mifepristone (MIFE + LPS e salina + LPS de seu
respectivo conjunto). A possivel explicacdo para tal fato concerne na ideia de que haja um déficit
locomotor/exploratorio ocasionado pela administracdo do lipopolissacarideo de E. coli.

O namero total de entradas juntamente com o parametro de entradas no braco fechado séo
indicativos da atividade locomotora desempenhada pelos animais expostos ao labirinto em cruz
elevado (FILE et al, 1992; LISTER, 1987; MENARD; TREIT, 1999). Esse conceito foi

introduzido a partir do primeiro estudo fatorial a respeito das variaveis do labirinto em cruz
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elevado (LISTER, 1987). A partir de entdo, e apos diversas replicagdes do referido estudo,
diversos outros autores passaram a considerar o parametro de entradas no brago fechado como
uma medida de atividade locomotora no labirinto em cruz elevado (BOERNGEN-LACERDA ;
SOUZA-FORMIGONI, 2000; FILE, 2001; LACERDA, 2006; LISTER, 1987; RAMOS;
MORMEDE, 1997).

Embora classicamente o teste do labirinto em cruz elevado sirva para indicar-nos
comportamento semelhante a ansiedade é necessaria cautela ao se fazer tal pressuposto, uma vez
que resultados ansioliticos e/ou ansiogénicos podem ser falsos-positivos devido a alteracdes na
locomogdo do animal (CORNELIO, 2005). Portanto, considerando que a frequéncia média de
entradas no braco fechado estéa correlacionada com a atividade locomotora dos animais (CRUZ;
FREI; GRAEFF, 1994; FILE, 1992; LACERDA, 2006; LISTER, 1987) nossos dados apontam
para uma diminuicdo da atividade locomotora de todos os animais analisados em nosso estudo
desde que tratados com LPS quando expostos ao teste do labirinto em cruz elevado no 10° dia de
gestacéo.

Outro parametro analisado em nosso estudo foi a frequéncia média de entradas na
plataforma central. Nossos resultados apontam para uma diminui¢do no referido parametro em
fémeas prenhes tratadas com LPS, sem que o pré-tratamento com dexametasona e mifepristone
pudessem prevenir tal acontecimento.

Wall e Meisser afirmaram que a exploragdo e a entrada na plataforma central estdo
associadas com o fator de tomada de decisdo, uma vez que é associada a resposta de conflito
entre esquiva e aproximacao do braco aberto. (WALL; MEISSER, 2001). Segundo 0s mesmos
autores e Lacerda (2006), a presenca dos animais nesta localidade do labirinto em cruz elevado
indica a avaliagdo de risco. Lacerda afirma ainda que é necessario ter cautela ao se considerar a
exploracdo da plataforma central como medida de ansiedade.

Como classicamente considerado, os ratos e camundongos apresentam aversdo ao bracgo
aberto, preferindo explorar largamente os bracos fechados. Tal constatacdo é explicada a partir
da neofobia, que nada mais € que o medo da novidade, alem da elevagédo do bracgo aberto. (FILE,
2001; LISTER, 1987; PELLOW et al, 1985). Como a plataforma central assegura um local
caracteristico de avaliacdo de risco e perigo, 0s animais normais tendem a ser mais cautelosos ao
se aproximarem da plataforma central, exibindo movimentos mais vagarosos, além de alta

frequéncia de retornos aos bracos fechados (RODGERS, 1993).
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Rodgers e Jonhson (1995) ampliaram a analise dos indices de ansiedade no LCE
incluindo a observacdo de comportamentos etoldgicos como levantamentos, mergulhos,
esticadas, exploracdo do ambiente através do olfato, autolimpeza, além de retornos aos bracos
fechados (saida do braco fechado com apenas um par de patas, com posterior retorno ao mesmo
braco).

Para complementar os achados comportamentais e conferir a possibilidade de uma
atividade ansiolitica e ou ansiogénica do tratamento com LPS durante a prenhez de
camundongos, foram realizadas analises complementares nos testes de Labirinto em cruz
elevado.

Nossos resultados apontam para uma diminuigdo significativa na frequéncia média de
rumping em animais tratados no 10° dia de gestacdo com LPS, sem que o pré-tratamento com
dexametasona, metirapona ou mifepristone pudessem interferir de maneira significativa nos
achados.

O ato de empinar o corpo colocando as patas dianteiras nas paredes laterais do labirinto,
levantando a cabeca e se apoiando sob as duas patas dianteiras é caracterizado como rumping ou
rearing. E uma medida importante a ser observada nos testes etoldgicos, pois indicam aumento
da atividade de ansiedade nos animais. Pode ser aplicada como importante ferramenta de anélise
no teste do labirinto em cruz, aplicados e descritos por véarios autores (BARBALHO, 2007;
GIANLORENCO, 2009; LACERDA, 2006; MAGALHAES, 2011; SERAFIM, 2008).

O comportamento de levantar-se consiste na postura bipede do animal, apoiando-se nas
patas posteriores, estando ereto ou semi-arqueado. Esse comportamento, junto com a quantidade
de entradas nos bragos fechados e a quantidade total de entradas, é considerado por alguns
autores como um indicador da atividade motora (COLE; RODGERS, 1993; CRUZ; FREI;
GRAEFF, 1994). E mais usado para mensurar a atividade de locomocdo vertical e pode-se
observar também que sua frequéncia tende a aumentar nos bragos fechados do labirinto em cruz
elevado (MARTINEZ et al, 2002).

Porém, € necessario que se destague que 0 movimento de rumping tambem pode ser
influenciado pelo fator ansiedade, sobretudo quando os animais sdo expostos a um ambiente novo
e se encontram num conflito entre 0 medo e a exploracdo (BOERNGEN-LACERDA; SOUZA-
FORMIGONI, 2000; LACERDA, 2006).
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Diante do descrito na literatura, portanto, os resultados obtidos por meio da anélise da
frequéncia media de rumping deste trabalho indica, mais uma vez, que o tratamento com LPS
promoveu uma diminuicdo na capacidade exploratoria dos animais expostos ao Labirinto em
Cruz Elevado. Nos animais dos grupos MET + salina e MIFE + salina foi também observada
reducdo significativa na frequéncia média de de rumping. Sendo que tanto Metirapona como
mifepristone sdo farmacos inibidores da sintese de glicocorticoides, é plausivel que a inibicdo
destes hormonios tenha levado a diminuicdo da frequéncia de rumping e da capacidade motora
destes animais, hipétese reforcada pelo fato de ndo observamos em nossos estudos 0 mesmo
resultado nos animais onde foi administrado o glicocorticoide exdgeno dexametasona.

Outro parametro analisando durante o teste do labirinto em cruz elevado foi a frequéncia
média de esticar. Este pardmetro consiste na analise da frequéncia de movimentos no qual o
animal se estica a fim de examinar o ambiente na qual fora inserido e volta a sua posicao original.
Originalmente é chamado de “streched attend postures”. Esse tipo de movimento constitui um
movimento de avaliacdo de risco (“risk assessment”). Naturalmente, os animais tendem a se
aproximarem de maneira cautelosa do braco aberto do labirinto, numa posicdo de saida da
plataforma central, realizando o movimento de esticar, retornando ao braco fechado
posteriormente (LACERDA, 2006; RODGERS, 1992). Nesse tipo de movimento, o animal
coloca suas patas traseiras fixas enquanto que as dianteiras se movem para frente a fim de
identificar a localidade do brago aberto, retornando, em seguida, para a posigao original.

O movimento de esticar apresenta a funcdo primordial de avalicdo de risco predatorio
(BLANCHARD; BLANCHARD, 1989) ou de verificar e confirmar o perigo iminente diante da
exposicao do animal ao labirinto elevado (ESPEJO, 1997), podendo estar também diretamente
relacionada 0 medo (CRUZ; FREI; GRAEFF, 1994). Além disso, esse tipo de movimento
apresenta correlacdo positiva com os niveis de corticosterona como resultado a exposicao ao LCE
(RODGERS et al, 1999).

Estudos apontam que uma reducdo no comportamento de esticar, juntamente com um
aumento no comportamento de mergulho no LCE, preconiza uma atividade ansiolitica (CRUZ;
FREI. GRAEFF, 1994; KOCHENBORGER, 2012; RODGERS et al, 1997). Esse tipo de
comportamento apresenta também ambivaléncia com a aproximagdo-esquiva (RODGERS et al,
1999). Alem do mais, sabe-se tambem que a frequéncia de movimentos de esticar € maior nos

momentos iniciais da sessdo, onde os animais buscardo coletar informacdes a respeito do
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ambiente novo no qual foram inseridos (RODGERS et al, 1996). De acordo com as informagdes
coletadas, o animal podera, entdo, tracar a melhor estratégia comportamental, de acordo com o
local no qual foi inserido (AMARAL; SANTOS GOMES, NUNES-DE-SOUZA, 2010;
BLANCHARD et al, 1993; RODGERS et al, 1999).

Embora esse tipo de comportamento esteja muito relacionado com alteragdes no que diz
respeito a ansiedade, anélises farmacoldgicas e fatoriais mostraram que 0 movimento de esticar
também esta relacionado com a capacidade de avaliacdo de risco por parte dos animais expostos
ao LCE (RODGERS; JOHNSON, 1995).

Em nossos estudos, foi revelado que os animais tratados com LPS, independente do pré-
tratamento utilizado, seja salina, dexametasona, metirapona ou mifepristone, apresentaram uma
significativa reducdo no comportamento de esticar. Nesse sentido, embasado pelos trabalhos
cientificos acima citados, pode-se afirmar que esses animais, no qual fora administrado o LPS de
E. coli apresenta uma menor atividade de avaliagdo de risco. Ou seja, 0 LPS é capaz de contribuir
de modo significativo a fim de diminuir o nimero de vezes que o animal avalia o perigo e o risco
iminentes no labirinto em cruz elevado.

Nosso trabalho levanta ainda a hipdtese de que esse tipo de comportamento esteja sendo
prejudicado pelo tratamento com LPS devido sua diminuicdo da capacidade exploratéria. Embora
tal parametro esteja relacionado com o comportamento de avaliacdo de risco, o tratamento com
LPS pode diminuir, primeiramente, a capacidade locomotora e exploratdria do animal, fazendo
com que ele apresente um menor nimero de movimentos de esticar. Além disso, trabalha-se
também a hipdtese da questdo motivacional intrinseca nesse aspecto. A administracdo do LPS em
animais € capaz de gerar o comportamento doentio que pode ser estudada a partir de uma visdo
motivacional (DANTZER, 2001; KINOSHITA, 2007; LARSON et al, 2001). Trabalhando em
cima dessa abordagem, o presente trabalha aponta para a hipotese de que o animal tenha
organizado suas prioridades e desempenhe um menor nimero médio de movimentos de esticar
por uma questdo motivacional. Na verdade, a hipotese seria de que o animal tratado com LPS
esteja, de fato, em comportamento doentio e, sendo assim, apresente uma prioridade reduzida
para a exploracdo do labirinto em cruz elevado e consequentemente uma redu¢do no numero de
movimentos de avaliagéo de risco.

O grupo DEXA + salina apresentou um aumento significativo no nimero meédio de

movimentos de esticar quando comparado com o grupo controle. Estudos afirmam que a
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corticosterona, que é pertencente a classe dos glicocorticoides, relacionam-se positivamente com
a intensidade de movimentos de avaliagéo de risco (MIKICS et al, 2005; RODGERS et al, 1999).
Ainda nesse sentido, tem-se que os hormonios glicocorticoides atuam de modo a aumentar a
sintese de noradrenalina no locus coeruleus estimulando a liberacdo desse referido
neurotransmissor na regido basolateral da amigdala (MCINTYRE et al, 2003; QUIRARTE;
ROOZENDAAL; McGAUGH, 1997). Os hormonios glicocorticoides séo capazes de atuar ainda
na neurotransmissdo serotoninérgica, a qual, por sua vez, esta associada com 0s movimentos de
avaliacdo de risco, de maneira positiva (GRIEBEL et al, 1997; SETEM et al, 1999; SIZE, 1976).

Portanto, é possivel que em nossos estudos o pré-tratamento com dexametasona seguida
do tratamento com salina, tenha aumentado a frequéncia de movimentos de avaliag&o de risco por
agir aumentando a sintese de noradrenalina ou agir ainda na neurotransmissdo serotoninérgica.

Analisando o comportamento de mergulho no LCE, sabe-se que tal comportamento é
definido como o ato do animal examinar embaixo dos bragos abertos, com os olhos voltados para
a direcdo do chdo. A andlise do indice de mergulhos é véalida para observar atividades
ansioliticas, ansiogéncias e de impulsividade. Quando hd um aumento no numero de mergulhos,
podemos afirmar que ha um aumento na impulsividade do animal (MAGALHAES et al, 2011). O
comportamento de mergulhos também esta correlacionado a ansiedade (ANSELONI;
BRANDAO, 1997).

Em nossos estudos, o LPS foi capaz de diminuir significativamente a frequéncia de
mergulhos no LCE, e os pré-tratamentos com dexametasona, metirapona e mifepristone néo
foram capazes de prevenir esse efeito. Diversos trabalhos descrevem que comportamento de
mergulhar a cabega pode ser considerado como um indicador de atividade exploratéria, além de
poder sofrer alteracdo em quadros de transtorno de ansiedade (FERNANDES; FILE, 1996;
LISTER, 1987; RODGERS; JOHNSON, 1995;). Sabe-se que a partir de estudos de anélise
fatorial, foi afirmado que o mergulho de cabeca a partir de areas protegidas esta correlacionado
diretamente com o fator ansiedade. Ja a frequéncia total de movimentos de mergulho esta
associada com a atividade exploratéria (HOLMES; RODGERS, 1999; RODGERS; JOHNSON,
1995).

Ha de ressaltar que os grupos MET + salina e MIFE + salina, ao serem comparados com o
grupo controle apresentaram uma significativa diminuicdo no nimero médio de movimentos de

mergulhos na exposic¢do dos animais no teste do labirinto em cruz elevado. Tal indicio pode ser
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resultado da diminuicdo da exploracdo no aparato. Tais achados podem ser importantes quando
comparados com o pré-tratamento com dexametasona seguidas da administragdo com salina, que
ndo apresentou reducdo no parametro de mergulhos. Isso indica-nos que os glicocorticoides no
10° dia de gestacdo de camundongos podem contribuir para o tipo de comportamento em questéo.

Outro tipo de comportamento analisado durante a exposi¢do ao LCE foi o numero médio
de grooming. Por definigcdo, sabe-se que esse tipo de movimento é caracterizado quando os
animais levam as patas anteriores e posteriores em dire¢do a boca ou a cabeca, podendo haver, ou
ndo, a continuidade destes movimentos com a regido das orelhas e podendo existir 0 movimento
de lamber em diversas regides do corpo, inclusive na regido genital (PESTANA, 2010). Segundo
estudo de MacFarlan e Reeder (1974), animais gastam parte significativa do tempo realizando
movimentos de grooming e tal tipo comportamental pode ser aumentado em animais apreensivos
(ARCHER, 1973). O movimento de grooming tem sido associado ainda em correlacdo positiva
com comportamento semelhante a ansiedade, além de apresentar correlacdo negativa com outros
tipos de comportamento (RODGERS; JOHNSON, 1995). Tais pressupostos foram condizentes
com nossos achados, uma vez que a administracdo do LPS em animais que foram pré-tratados
previamente com salina, aumentou significativamente a frequéncia média de grooming com
concomitante diminuicdo de outros padrdes comportamentais como a frequéncia média de
rumping, esticar e mergulhos.

Pode-se afirmar que o tratamento com LPS foi capaz de provocar um comportamento
semelhante a ansiedade, a partir da analise da frequéncia de grooming. Porém, caso fosse de fato
diagnosticado tal comportamento, haveria de se esperar que outras alteracdes significativas
fossem diagnosticadas no teste do labirinto em cruz, como a aumento do tempo de permanéncia
no brago fechado. Contudo, tal evidencia ndo foi significativa no nosso estudo. Na verdade,
nossos resultados do tratamento com LPS frente a exposicdo ao labirinto em cruz elevado levam
em dire¢cdo a diminuicdo da capacidade exploratdria/locomotora dos animais. De fato o
comportamento semelhante a ansiedade ja foi diagnosticado em estudos prévios a partir do
tratamento com LPS (LACOSTA; MERALI; ANISMAN, 1999; PAIVA et al, 2010;
SWIERGIEL; DUNN, 2007). Porém, nosso estudo vem trazer a discussdo um aspecto proposto
ainda por Hart (1988) em relacdo ao nimero de episodios de auto-limpeza.

Durante o comportamento doentio associado a quadros de febres, comportamentos que

levam a uma perda de calor sdo diminuidos, a exemplo do que acontece com o0 grooming,
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enquanto outros movimentos séo realizados a fim de producgéo de calor, como tremores, ou que
ainda movimentos que minimizam a perda de calor (BRIESE, 1997; CONH, 2003; DANTZER,
2006; HAINSWORTH, 1967; HART, 1988).

Em nosso estudo, a febre em animais prenhes no 10° dia de gestacdo mediante o
tratamento com LPS, ndo foi diagnosticada. Ao contrario, foi diagnosticada hipotermia apés 2
horas da aplicacdo do LPS. Portanto, é possivel que os animais de nosso estudo, que se
apresentam hipotérmicos mediante a aplicacdo do LPS, tenham aumentado o seu nimero médio
de grooming como estratégia de aumento da temperatura cutdnea. O movimento de grooming
pode ser interpretado ainda como um movimento relacionado ao estresse. Alguns autores
afirmam que a esse tipo de comportamento seja ativado em situacdo de estresse e que animais
que apresentassem maior frequéncia nesse padrdo comportamental seriam mais emocionais
(MOYAHO; VALENCIA, 2002; MURPHY et al, 1996; WEISS et al, 2004).

Portanto, diante dos resultados apresentados no presente estudo, é cabivel afirmar que o
tratamento com LPS em fémeas de camundongos prenhes no seu 10° dia de gestacdo, provocou
um aumento significativo na frequéncia de grooming devido a hipotermia averiguada mediante
analise da temperatura retal, sendo possivel também de associar ao nivel de estresse do animal.

Nossos resultados indicam ainda que o pré-tratamento com dexametasona seguida da
aplicacdo com LPS, diminuiu a frequéncia de grooming. O mesmo foi observado mediante o pré-
tratamento com metirapona e mifepristone e seguidas de LPS. Ou seja, tanto o grupo MET + LPS
quanto o grupo MIFE + LPS apresentam reducdo significativa na frequéncia média de grooming
durante a exposicdo ao labirinto o que permitiu-nos concluir que a inibi¢do de glicocorticoides
pode evitar o aumento do comportamento de grooming causado pelo LPS.

Coletivamente, os resultados acerca do comportamento do animal tratado com LPS
submetido ao teste do labirinto em cruz elevado, indicam uma reducdo da capacidade
exploratdria e locomotora dos mesmos.

Para comprovar, de fato, a diminuicdo na locomocdo e queda no comportamento
exploratério, utilizamos o teste do campo aberto com o intuito de averiguar os efeitos do
tratamento com LPS e do pré-tratamento com glicocorticoide e inibidores da sintese de
glicocorticoides nos comportamentos semelhante a ansiedade e déficits no que diz respeito a

capacidade de exploragao/locomocao.
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Os roedores parecem preferir a periferia ao centro do aparelho quando expostos pela
primeira vez ao campo aberto (CAROLA et al, 2002; LISTER, 1990; PRUT; BELZUNG, 2003;
RAMOS et al, 1997). Porém, a novidade de uma primeira exposi¢cdo a um novo ambiente, como
0 campo aberto, pode ocasionar em imobilidade ou extrema locomocao na periferia do aparelho
(FILE, 2001). A locomog¢édo normalmente é medida pelo nimero de linhas cruzadas pelo animal,
tempo para realizar o primeiro cruzamento e também verificando o tempo de permanéncia na
periferia e no centro (LACERDA; 2006).

No presente estudo foi observada diferenca significativa no nimero de cruzamentos entre
0s quadrantes centrais, periféricos, além de acentuada reducdo no nimero de cruzamentos entre
centro e periferia e significativa redugdo também no nimero de cruzamentos totais. Nesse
sentido, nosso estudo propde que o LPS foi capaz de diminuir, de fato, a capacidade
exploratdria/locomotora do animal, caracterizando um quadro de comportamento doentio. Tal
evidéncia foi encontrada até mesmo nos animais que receberam como pré-tratamento a
dexatametasona, a metirapona e a mifepristona ou seja esses farmacos ndo foram capazes de
reverter o comportamento doentio que diminuiu a capacidade motora destes animais

No referido teste, os roedores submetidos ao mesmo tendem a preferir a exploracéo e a
permanéncia nos quadrantes periféricos em detrimento da regido central devido ao efeito de
tigmotaxia (CAROLA et al, 2002; LISTER, 1990; PRUT; BELZUNG, 2003; RAMOS et al,
1997). Dessa forma, a tigmotaxia poderia estar relacionado com o fator de ansiedade no teste do
campo aberto (CHOLERIS et al, 2001). O emprego do teste do campo aberto poderia ainda se
relacionar com o estudo da ansiedade, uma vez que um aumento na ambulacdo do animal e maior
permanéncia do mesmo na regido central poderiam indicar uma reducdo da ansiedade (LISTER,
1990; CHOLERIS et al, 2001).

Nossos resultados demonstram que houve aumento no tempo de permanéncia no centro
do teste do campo aberto com concomitante diminuicdo no tempo de exploracdo da regido
periférica nos animais tratados com LPS. Tal resultado encontrado pode indicar uma reducéo da
ansiedade. No entanto, em animais pré-tratamentados com mifepristone e submetidos ao LPS,
ndo foram encontradas diferencas significativas no tempo de permanéncia no centro e na
periferia. Embora o resultado ndo tenha sido considerado significante pelo pos-teste estatistico
usado em comparagdo com o grupo controle (MIFE + LPS vs grupo controle), o fator tratamento
com LPS foi considerado significativo na realizacdo do teste de ANOVA two-way. Contudo, 0s
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resultados obtidos pela utilizagdo do teste de campo aberto confirmam os obtidos no LCE que
diagnosticou diminuicéo da capacidade exploratdria

Ainda no que diz respeito ao emprego do teste do campo aberto como averiguacdo do
estado semelhante a ansiedade em animal, a literatura cientifica mostra que tal proposta é
criticada por autores uma vez que as medidas utilizadas para indicar o aumento ou a reducédo da
ansiedade (tempo de permanéncia no centro) poderiam ser influenciadas por vérias medidas,
como, por exemplo, a propria atividade locomotora e de exploracdo dos animais (FILE, 2001;
LACERDA, 2006). Por exemplo, caso um animal apresente um alto grau de exploracdo na
periferia, porém com exploracdo reduzida na regido central, ndo significaria necessariamente um
alto grau de ansiedade, mas pode representar também um efeito estimulante de uma determinada
droga ou ainda a acdo comportamental de exploracdo e locomocdo mais acentuados numa regido
protegida do campo aberto (LACERDA, 2006).

Nosso trabalho, portanto, parte do pressuposto que um aumento no tempo de exploracéo
na regido central, juntamente com uma diminuigdo no tempo de exploracdo na periferia, se deve,
num fator mais preponderante, a diminuicdo da capacidade exploratoria e locomotora gerada
através da aplicacdo do LPS. A existéncia de um comportamento semelhante a reducdo da
ansiedade deveria estar acompanhada de alteracBes proeminentes significativas também na
realizacdo do teste do labirinto em cruz elevado, como j& mencionado anteriormente na
discussao.

Cumpre salientar que pela analise do campo aberto o grupo MET + salina apresentou
significativa reducdo no numero de cruzamentos entre centro e periferia e no nimero de
cruzamentos totais, quando comparado com o grupo controle. Nesse sentido, nossos resultados
corroboram com os achados de Canini et al (2009) que afirmaram que a metirapona € capaz de
diminuir de maneira aguda a locomogédo em ratos. Tais autores afirmam que a metirapona induz
um decrescimo na locomocgdo concomitante a uma diminui¢gdo no comportamento exploratério no
campo aberto, além de provocar queda na velocidade de locomog¢do dos animais, sendo seu
mecanismo de acao independente de glicocorticoides.

Foi evidenciado pelo presente estudo também que h& uma significativa reducdo no
nimero de cruzamentos entre 0s quadrantes centrais no grupo MIFE + salina. Tal resultado pode

ser indicativo de que a inibigdo da sintese de glicocorticoides a nivel de receptores pode aumentar
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0 medo do animal para explorar o aparato, aumentando, desse modo, a tigmotaxia, ou diminuir a
capacidade exploratoria.

Outro resultado obtido no presente trabalho é o aumento significativo no tempo
necessario para que os animais do grupo DEXA + LPS realizassem 0 primeiro cruzamento
quando foi inserido no campo aberto. A combinacédo entre o pré-tratamento com dexametasona e
o tratamento com LPS aumentaram significativamente o tempo necessario para 0 primeiro
cruzamento no teste do campo aberto, tanto em comparagdo com o grupo controle quanto na
comparagdo com o grupo salina + LPS. Embora nédo existam relatos na literatura, esses resultados
sugerem que a combinacéo entre a dexametasona e o LPS é capaz de aumentar o medo do animal
recém exposto ao campo aberto que somada a acdo do LPS, o qual prejudica a capacidade
exploratdria e locomotora, culminaria com o aumento da laténcia para o primeiro cruzamento.

Ja o grupo MIFE + salina também apresentou um significativo aumento no tempo de
laténcia para o primeiro cruzamento quando comparado com o grupo controle. O grupo MIFE +
LPS, por sua vez, apresenta uma reducéo significativa desse parametro comparado com 0 grupo
MIFE + salina. Ou seja, o pré-tratamento com mifepristone seguida pelo tratamento com salina,
foi capaz de aumentar significativamente o tempo para que o animal recém introduzido no campo
aberto realizasse 0 primeiro cruzamento. Isso pode ser indicativo de diminuicdo da capacidade
exploratoria ou ainda aumento do comportamento semelhante ao medo nestes animais.

No teste do campo aberto, a locomogdo e também o movimento de levantar (rumping) sdo
consideradas caracteristicas locomotoras e exploratorias possiveis de serem alteradas mediante a
administracdo de drogas. Tal como exposto anteriormente, 0 movimento de rumping esta
vinculado com a capacidade locomotora e exploratéria dos animais (CRUZ; FREI; GRAEFF,
1994; JOHANSON; AHLENIUS, 1989; LACERDA, 2006). Através de tal exposto, podemos,
mais uma vez, afirmar que o tratamento das fémeas prenhes com LPS foi capaz de diminuir
acentuadamente a capacidade locomotora e exploratéria dos animais uma vez que em todos 0s
grupos de animais que receberam LPS em nosso estudo, independente do pré-tratamento
utilizado, houve diminuicéo significativa na frequéncia média de rumping em comparagao com 0
grupo controle.

Ao se analisar a frequéncia média de movimentos de rumping, foi observado nos grupos
MET + salina e MIFE + salina uma significativa redugdo na frequéncia media de em relacdo ao

controle. Como ambos o0s pré-tratamentos funcionam de modo a inibir a sintese de
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glicocorticoide, é possivel que esses hormdnios sejam importantes para desempenhar tal padrdo
de resposta comportamental no campo aberto.

Na realizacdo do teste de campo aberto também foi diagnosticada a reducéo significativa
na frequéncia meédia de esticar em grupos tratados com LPS. Tal fato também esteve presente no
grupo pré-tratado com dexametasona que recebeu como tratamento a salina (DEXA + salina) e
no grupo MIFE + salina. A frequéncia média de esticar no campo aberto, tal como acontece no
labirinto em cruz elevado, é uma medida de avaliacdo de risco (LACERDA, 2006). Porém, € tida
também como uma medida referente a capacidade exploratoria dos animais (PESTANA, 2010).
Tal medida € utilizada também com finalidade de indicar comportamento semelhante a ansiedade
e para avaliar o grau de sedacdo dos animais (ARCHER, 1973). No caso do emprego do teste do
campo aberto com intuito de avaliar o grau de sedacao dos animais, sabe-se que o efeito sedativo
é observado a partir da diminuicdo das locomocgBes horizontais, assim como diminuicdo da
frequéncia de grooming e da atividade vertical de exploracdo do ambiente (BELZUNG; PRUST,
2003).

O grupo DEXA + salina também apresentou diminuicdo significativa na frequéncia de
movimentos de esticar. Tal explicacdo pode estar concentrada na diminuicdo de movimentos de
avaliacéo de risco (BLANCHARD; BLANCHARD, 1989). Além disso, 0 movimento de esticar
pode estar relacionado ao medo (CRUZ; FREI; GRAEFF, 1994). De acordo com 0S Nnossos
dados, os animais pertencentes ao grupo DEXA + salina poderiam apresentar uma relacdo com o
medo. Cumpre ressaltar que 0s animais expostos ao campo aberto encontram-se em conflito, uma
vez que a introducdo no aparato de campo aberto gera sobre o animal medo de um local
desconhecido. Este comportamento tende a diminuir de acordo com o tempo e a medida com que
o animal explore a localidade (CRUZ et al, 1997). Portanto, diante de uma situacdo de medo, 0s
animais que foram pré-tratados com dexametasona e posteriormente receberam salina poderiam
apresentar uma situacdo de medo diminuindo, desse modo, os movimentos de avaliagao de risco.

O mesmo é valido para o grupo MIFE + salina, uma vez que fora encontrado também uma
diminuicdo na frequéncia de movimentos de esticar em relagdo ao controle. Tais animais
apresentariam também, diminuicdo na avaliacdo de risco, acompanhada de uma situacdo de
medo. Outros autores sugeriram que esta resposta hormonal acontece antes da exploracao real do
ambiente aversivo, quando o animal realmente detecta o perigo (SOUZA, 2010). Em seres

humanos tal premissa é verdadeira, uma vez que a antecipacdo de eventos estressantes produz um
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aumento dos niveis de cortisol (MASON, 1968). Diante, portanto, do uso da mifepristone, um
inibidor da sintese de glicocorticoides, era de se esperar, a diminuicdo da frequéncia média de
movimentos de avaliacdo de risco a qual foi observada em nosso estudo.

Outra medida analisada no teste do campo aberto foi a frequéncia média de defecacdes
nos animais expostos no referido teste. Nesse sentido, foi encontrado que o grupo MET + LPS
apresenta uma significativa reducgéo no referido parametro quando comparado com o grupo MET
+ salina. A defecacdo pode estar relacionada com indices de estado emocional (HALL, 1934).
Alguns autores encontram correlacdo negativa existente entre a atividade locomotora e a
defecacdo (STOHR et al, 1998). Porém, Paré (1964) em seu estudo sugeriu que a atividade
locomotora, mensurada através das ambulagoes, e o indice de defeca¢fes em animais expostos ao
teste do campo aberto sdo variaveis independentes. No Hall (HALL, 1934), afirma-se que uma
diminuicdo no indice de defecacdes com concomitante elevacdo da atividade locomotora seria
indicativa de uma alta reacdo de emocionalidade. Diferente do observado na literatura, embora
tenhamos encontrado no grupo MET + LPS uma diminuicdo na frequéncia média de defecacdes,
esta ndo foi acompanhada de uma elevacdo da atividade locomotora e sim de uma diminuicéo
desse parametro. Nossos resultados sugerem que os animais MET + LPS se encontram em estado
doentio e que suas prioridades tenham sido alteradas devido a este estado sendo assim de forma
motivacional, é possivel que esses animais tenham apresentado prioridade de sobrevivéncia em
detrimento ao gasto energético na realizacdo do ato de defecar.

Por meio do teste de reconhecimento espontaneo de objetos, foi possivel constatar que
em todos 0s grupos em que houve o tratamento com LPS ocorreu uma significativa reducao no
tempo de exploragdo global dos objetos. Adicionalmente, foi observada a diminuigédo
significativa da taxa de discriminacdo dos objetos na terceira etapa do teste para todos os pré-
tratamentos, exceto para a metirapona, e diminuicdo significativa na exploracdo dos objetos A3 e
B para todos os pré-tratamentos utilizados com posterior aplicacdo do LPS.

Nesse teste, 0s animais expostos tendem a explorar mais tempo 0s objetos novos em
detrimento aos objetos ja conhecidos (ENNACEUR; MICHALIKOVA; CHAZOT, 2006). E
importante que se ressalte que o teste pode ser interferéncia de variaveis importantes, como a
ansiedade e também a questdo da capacidade exploratéria e locomotora (ENNACEUR;
MICHALIKOVA; CHAZOT, 2006; GRAY, 1982). Além disso, afirma-se que 0s componentes
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emocionais, tal como o medo, podem interferir de maneira significativa no teste de
reconhecimento espontaneo de objetos (ENNACEUR, 2010).

O presente trabalho levanta a hipotese de que a diminuicdo da exploracdo encontrada nao
esteja correlacionada ao déficit na capacidade de retencdo de informacéo a curto prazo, mas sim
esteja relacionada a diminuicdo da capacidade exploratoria e locomotora ocasionada pela
administragdo do LPS. Embora classicamente a analise da taxa de discriminacdo, no teste de
reconhecimento espontaneo de objetos, seja 0 parametro indicativo de prejuizos na capacidade de
retencdo de informacdo a curto prazo (ENNACEUR; DELACOUR, 1988; ENNACEUR,;
MICHALIKOVA; CHAZOT, 2006; GARCIA-CAPDIVILA et al., 2009) nosso trabalho propde
que a perda da capacidade exploratéria / locomotora esteja influenciando de modo significativo
no resultado. Portanto, ndo podemos inferir categoricamente que had prejuizo na questdo da
memoria a curto prazo, uma vez que a exploracao global, bem como a exploracdo dos objetos A3
e B encontram-se diminuidas. Ou seja, ndo ha preferéncia pela exploracdo do objeto familiar em
detrimento do objeto novo na terceira etapa do teste, uma vez que a exploracdo de ambos os
objetos foi diminuida. Portanto, ha prejuizo locomotor e ndo no que tange a memoria a curto
prazo. A excecdo para tal acontecimento foi somente na combinacgdo entre mifepristone + LPS,
onde ha, de fato, perda de memdria a curto prazo, uma vez que o objeto novo foi menos
explorado em comparacgdo com o objeto ja familiar.

Analisando especificamente o resultado apresentado pela metirapona, nota-se que ela foi
capaz de diminuir a exploracdo global dos objetos e também foi capaz de diminuir a exploragédo
do objeto A3 e B na terceira etapa de realizacdo do teste, quando foi aplicado como pré-
tratamento a salina. Ou seja, a metirapona, sem a combinagdo com o tratamento com LPS, foi
capaz de diminuir, de modo significativo, tanto a exploracdo global dos objetos quanto os objetos
A3 e B na etapa de reconhecimento. Porém, é necessario que se observe que ndo ha diferenca
significativa, do ponto de vista estatistico, no que diz respeito a taxa de discriminacdo dos
objetos. Mais uma vez, é possivel afirmar que ndo ha prejuizo na memoria a curto prazo destes
animais. A explicacdo para tal achado consiste no fato de que a metirapona diminui a locomogao
agudamente (CANINI et al, 2009).

Especificamente em relacdo ao pre-tratamento com mifepristone, nota-se que ha
preferéncia pela exploragdo do objeto familiar em detrimento do novo, causando um efeito

significativo de diminuicdo da taxa de discriminagdo a niveis abaixo de zero. Nesse caso,
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portanto, pode-se afirmar que hd um prejuizo na memoria a curto prazo além de uma diminuicéo
da capacidade exploratdria. Nota-se que o grupo MET + salina, ou seja, a mifepristone sem a
combinacdo com LPS, apresenta reducdo significativa na exploracdo global dos objetos, na
exploracdo do objeto A3 e também na exploracdo do objeto B, sendo estes, portanto, indicativos
de que a mifepristone diminui a capacidade de exploragdo destes animais que foram expostos ao
teste de reconhecimento espontaneo de objetos. Diante do resultado significativo em relacdo a
taxa de discriminacdo dos objetos, pode-se afirmar que a mifepristone em associa¢do ao LPS
causa prejuizo na capacidade de retencdo de memoria a curto prazo nestes animais. A
mifeprestone é um potente antagonista de receptores de glicocorticoides do tipo Il e de
progesterona (ROBBINS; SPITZ, 1996), ou seja, apresenta um efeito anti-progesterona. Varios
estudos tém demonstrado o papel benéfico da progesterona na memoria. Em mulheres, por
exemplo, a fase lutea do ciclo menstrual favorece a retencdo de memoria, 0s quais sdo
relacionados a elevada concentragdo de progesterona (ERTMAN; ANDREANO; CAHILL,
2011). Foi demonstrado ainda que a administracdo subcutdnea, porém ndo central, de
allopregnenolona melhorou a memoria espacial e de longo prazo (FRYE; STURGIS, 1995). Maki
et al (2001) sugeriram que a progesterona pode beneficiar fungdes cognitivas e a memoria em
mulheres que receberam reposicdo hormonal contendo progesterona. A administragdo tanto
aguda quanto cronica de progesterona combinado com estradiol em ratas ovariectomizadas
melhorou a memoria no labirinto aquatico (MARKHAM; PYCH; JURASKA, 2002). Foi
demonstrado ainda que a progesterona administrada nas doses de 10 mg/kg e 5 mg/kg de animal
melhoraram a memdria de ratas ovariectomizadas no teste de reconhecimento espontaneo de
objetos (LEWIS, ORR; FRICK, 2008). Portanto, coletivamente, esses dados demonstram a
importancia da progesterona na memoria. Uma vez que o mifepristone é um antagonista de
progesterona, € possivel que a perda de memoria a curto prazo diagnosticado nos animais tratados
com esse fArmaco em nosso estudo aconteca por acdo do bloqueio da sintese progesterona.

Além das referidas andlises citadas anteriormente no nosso trabalho, averiguou-se
também o comportamento semelhante a depressdo. Para tal analise, lancamos méo do teste do
Nado Forcado. Na realizacdo deste teste foi encontrado que o tratamento com LPS foi capaz de
aumentar significativamente o tempo boiando com concomitante diminui¢éo do tempo nadando,
sem que o pre-tratamento com inibidores da sintese de glicocorticoides pudessem evitar tal

acontecimento. Tais dados sdo condizentes com os achados da literatura cientifica de Zavan
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(2011); de Paiva et al (2010), Soncini et al (2012), Ribeiro et al (2012), Jain et al (2001) e
Swiergiel e Dunn (2007), os quais notaram aumento no tempo de imobilidade nos animais
tratados com LPS quando submetidos ao teste do nado forgado. Tais achados séo indicativos de
um comportamento semelhante a depressdo nos animais. Portanto, é cabivel afirmar que o
tratamento com LPS aumentou o tempo de imobilidade do nado forcado sendo este um estado
semelhante a depresséo.

Desse modo, nossos estudos comportamentais corroboram com diversos achados na
literatura cientifica ao afirmar que a administracdo do LPS provoca, de fato, comportamento
doentio, diagnosticado a partir de uma reducdo da capacidade exploratoria e locomotora,
acompanhada de um estado semelhante a depressdo e possiveis desvios no que diz respeito a
comportamento semelhante a ansiedade (CORREIA et al, 2008; DANTZER et al, 1998a, 1998b;
de PAIVA et al, 2010; DINARELLO, 2004; ENANGA et al, 2002; KENT et al, 1996; KLUGER,
1991; LEONARD, 2001; MATSUMURA; KOBAYASHI, 2004; McCARTHY; 1985; RIBEIRO
et al, 2012; ROMANOVSKY, 2004; SONCINI et al, 2012).

O LPS promove o comportamento doentio por meio da liberacdo de citocinas pro-
inflamatérias como a IL-1B, IL-6 e TNF-a (DINARELLO, 1991; KENT etl al, 1992). As
citocinas atuardo no cérebro provocando alteragcbes comportamentais tipicas do comportamento
doentio (DANTZER, 2001; KENT et al, 1992; RAMACHANDRA; SEHON; BERCZI, 1992;
ROTHWELL; HOPKINS, 1995). As citocinas presentes na circulagdo, embora ndo sejam
capazes de atravessar a barreira hematoencefalica, estimulam a producdo de prostaglandinas
(PGE2) através da mediacdo da enzima ciclooxigenase-2 (COX-2), aléem de influenciar na
producdo da prostaglandina microssomal sintetase 1 (MPGESL). Tal ativagdo promove a ativagao
dos sistemas noradrenérgico e serotoninérgico, gerando alteracbes comportamentais
(CUSCHIERI et al, 2006; ENGBLOM et al, 2002 e 2003, KIRSTEN, 2008; SONCINI et al,
2012; USHIKUBI et al, 1998; ZAVAN, 2011). Linthorst et al evidenciaram que a diminuicéo da
atividade geral de ratos, verificada através de escores de locomocdo e outros, estava associada
com o aumento das concentracOes extracelulares de serotonina (5HT) e de seu metabolito acido
5-hidroxi- indolacético na regido do hipocampo (KINOSHITA, 2007; LINTHORST et al, 1995).

O comportamento semelhante & ansiedade apds a aplicagdo do LPS ja foi visto em
diversos trabalhos (de PAIVA et al, 2010; RIBEIRO et al, 2012; SWIERGIEL; DUNN, 2007).

Porém, é necessario que se afirme que de acordo com a perspectiva motivacional do
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comportamento doentio, o0 medo e a ansiedade poderiam sobrepor o comportamento doentio
induzido por LPS ou IL-1 (DANTZER, 2001; KINOSHITA, 2007). Nossos resultados indicam
que a reducdo da capacidade exploratoria foi o principal efeito causado pela administracdo do
LPS. No entanto, ha a perspectiva de que parametros como aumento de tempo de permanéncia
nos quadrantes centrais do campo aberto juntamente com aumento da frequéncia de grooming,
entre outros, poderiam estar relacionados com um comportamento semelhante a ansiedade.
Contundo, nosso trabalho sugere a hipotese de que o comportamento semelhante a ansiedade
observado em alguns parametros seja devido a um déficit locomotor/exploratorio, sendo este
ultimo, o efeito principal.

Nosso trabalho, portanto, revela que os glicocorticoides tem pouca influéncia no
comportamento doentio gerado pelo tratamento com LPS em camundongos prenhes no 10° ddg, o
que sugere fortemente que esse tipo de comportamento seja ocasionado por citocinas pro-

inflamatorias e ndo diretamente por modificagcdes nos niveis de glicocorticoides nesses animais.

6.3 ANALISE DA NINHADA MEDIANTE O PRE-TRATAMENTO COM
DEXAMETASONA, METIRAPONA E MIFEPRISTONE

Quando procedida a analise da viabilidade gestacional, foi observado que as fémeas
tratadas com LPS apresentaram significativa reducdo no niamero médio de filhotes nascidos a
cada ninhada quando comparadas com o grupo controle, sendo que o pré-tratamento com
dexametasona ou mifepristone ndo foram capazes de evitar tal acontecimento.

No que diz respeito a diminuicdo significativa de filhotes tratados através de LPS, nossos
dados sdo similares ao trabalho desenvolvido pro Toyama (2012), onde foi observado que a
exposic¢do ao LPS no 18° dia de gestacdo em camundongos SWISS ocasionou morte fetal, sendo
dependente da dosagem de exposicdo ao LPS. Segundo Toyama, 0s animais testados na dose de
300ug/Kg apresentaram 100 % de aborto. Ja as fémeas que receberam a dosagem de 150ug/Kg
de LPS apresentaram 55% de aborto espontaneo. A mesma autora afirma ainda que as citocinas
pro-inflamatorias geradas pela exposicdo ao LPS atingem o liquido amnidtico e prejudicam o
correto desenvolvimento da gestacdo. O trabalho realizado por Oksvig et al observaram que em
ratos Sprague-Dawley expostos a baixas doses de LPS no 15° dia de gestacdo tiveram elevacédo

na concentragdo de citocinas no soro materno e liquido amnidtico 4 horas ap6s administragdo de
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LPS. Os autores revelaram que o LPS é capaz de induzir ndo somente aborto espontaneo, mas
também reabsorcGes embrionarias e morte embrionaria uterina (AVITSUR; COHEN; YIRMIYA,
1997; KIRSTERN, 2008; XU et al, 2006; ZHAO et al, 2008). Porém, apesar de provocar a
significativa reducdo no nimero da prole, ndo ha alteracbes tanto no peso total quanto no peso
individual da prole, além de ndo serem diagnosticadas também danos no desenvolvimento fisico
e nos reflexos da prole cujas mées receberam LPS (KIRSTEN et al, 2010).

A acdo do LPS a partir dos receptores denominados de toll-like receptors é necessaria
para a geracdo da falha gestacional ja observada anteriormente em modelos murinos (CLARK et
al, 2004). A endotoxina é capaz de liberar, tal como dito anteriormente, citocinas pro-
inflamatorias, tais como a IL-1, IL-6 e 0 TNF (CHUA; ROFE; COYLE, 2006). Certas citocinas
ajudam no estabelecimento do sucesso da gestacdo, como por exemplo, IL-4, IL-6 e IL-10.
Outros, no entanto, sdo danosas para o embrido podendo causar falhas gestacionais (DAHER et
al, 2004). Nesse sentido, a perda embriondria é ocasionada devido a mudancas imunoldgicas que
ocorrem no ambiente uterino e também devido a mudangas hormonais na gestagdo. Estudos
prévios afirmam que a aplicacdo do LPS pode contribuir, de maneira significativa, para o término
da gestacdo em qualquer periodo em que for aplicado, mas ndo provoca mudangas no
funcionamento do sistema endocrino de ratas prenhes (RIOUX-DARRIEULAT; PARANT;
CHEDID, 1978).

Interessantemente, em nossos estudos por meio do pré-tratamento com metirapona de
camundongos prenhes submetidos ao LPS em seu 10° dia de gestacdo foi observado o aumento
significativo no niamero médio de filhotes quando comparado com o grupo salina + LPS e esse
namero foi significativamente igual ao do controle. Portanto, pode-se afirmar de forma inédita
que a mentirapona foi capaz de evitar a perda fetal e consequente reducdo no nimero de filhotes
nascidos por ninhada.

Sabe-se que a metirapona bloqueia a enzima 11-B-hidroxilase, enzima importante na
conversdo de 11-desoxicortisol em corticosterona, porém a sintese de progesterona ndo é
prejudicada (CANINI et al, 2009; JENKINS et al, 1958). Assim, ha o bloqueio da producéo da
corticosterona, mas a sintese de progesterona nio esta inibida (MOLDOW et al, 2005). E sabido
que a metirapona apresenta a capacidade de inibir a enzima conversora final na producgéo de
corticosterona, mas, por outro lado, ela é capaz de aumentar a sintese dos precursores da

corticosterona (MURPHY, 1991). Estudos demonstram ainda que a progesterona aparece em
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concentragOes plasmaticas elevadas apds a administracdo de metirapona em animais que nao
foram submetidos a protocolos de estresse (HUESTON; DEAK, 2014). Portanto, a administracéo
de metirapona é capaz de aumentar a sintese de progesterona, uma vez que este é considerado um
precursor da corticosterona (HUESTON; DEAK, 2014).

A progesterona tem comprovada agdo antiinflamatdria durante o estresse (HUESTON;
DEAK, 2014). E sabido que a progesterona pode diminuir a sintese de COX-2 como também
aumentar sua quebra metabolica (ISHIHARA et al, 1995). Além disso, a progesterona inibe a
atividade de NFkB diminuindo também a sinalizagdo de IL-1 (HUESTON; DEAK, 2014;
KALKHOVE, 1996). A progesterona, durante a fase da gestacdo, age como imunossupressora
protegendo o feto de ataques imunoldgicos do sistema imunoldgico materno (KELLY, 1994). Em
fémeas geneticamente modificadas para a falta de expressao de receptores para progesterona foi
encontrado inflamacgdo uterina, sugerindo, desse modo, que a progesterona € um agente anti-
inflamatorio importante durante a gestagdo (LYDON et al, 1995).

Outro resultado significativo do nosso estudo diz respeito a agdo abortiva da mifepristone,
uma vez que o uso de tal composto como pre-tratamento, com ou sem administracdo do LPS, nao
permitiu o0 nascimento de nenhum filhote. A acdo abortiva da mifepristone ja era esperada devido
a dados extensos na literatura a respeito da acdo deste composto (AGARWAL, 1996;
NARVEKAR et al, 2004; SPITZ, 2006). Porém, € importante que se ressalte que 0 mecanismo
exato de acdo da mifepristone na questdo contraceptiva ainda ndo estd totalmente elucidado
(AGARWAL, 1996; CHEN et al, 2010; ZHOU et al, 2011).

Portanto, nossos resultados indicam que o pré-tratamento com dexametasona, diante da
aplicacdo com LPS, ndo foi capaz de reverter ou evitar o comportamento doentio provocado pela
endotoxemia nem tdo pouco foi capaz de evitar as falhas gestacionais derivadas do
lipopolissacarideo. E importante que se ressalte que o pré-tratamento com dexatametasona diante
da aplicacdo do LPS foi extremamente eficaz no sentido de evitar a hipotermia provocada pela
endotoxemia. O presente trabalho aponta fortemente para a acdo da dexametasona a fim de
diminuir a sintese de TNF-a, a qual se caracteriza por promover o desbalango na termorregulagio
provocando, desse modo, a hipotermia nos animais prenhes. Dessa maneira, 0 uso da
dexametasona como pré-tratamento parece ser importante ao exercer o presente efeito
antipirético, candidatando o presente farmaco a ser usado na prevenc¢do da hipotermia durante

casos de endotoxemia na gestacao
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J4& o pré-tratamento com metirapona diante da inducdo da endotoxemia evitou
significativamente a perda fetal, sem, no entanto, alterar os parametros comportamentais, uma
vez que o comportamento doentio foi diagnosticado. O uso da metirapona foi capaz de atenuar a
hipotermia gerada mediante a aplicacdo do LPS. Nesse sentido, os dados referentes a capacidade
da metirapona, quando aplicada previamente a administracdo do LPS, evitar quadros de aborto
sdo inéditos na literatura cientifica e merecem elevado destaque. Nossos achados apontam que a
metirapona é capaz de aumentar a concentracdo plasmatica de progesterona, atuando de modo a
proteger o feto contra ataques imunologicos causados pela administracdo do LPS. Sendo assim, a
progesterona apresenta um papel anti-inflamatério durante a gestagdo de relevancia significativa,
além de diminuir a atividade de NF«kB e a sinalizagdo de IL-1. Portanto, o uso da metirapona
pode ser indicado a fim de prevenir os abortos imunoldgicos causado pela endotoxemia em
gestantes.

O pré-tratamento com mifepristone, por sua vez, ndo evitou o comportamento doentio
nem t&o pouco evitou a hipotermia. Além disso, podemos concluir que a mifepristone tem grande
potencial de causar aborto em camundongo quando administrado no 10° ddg, uma vez que seu
uso provocou total perda da gestacdo em todos os animais investigados. Diante disso, a
mifepristone se caracteriza como potente droga abortiva capaz de interromper a gestagdo mesmo
findado o periodo implantacional. Ainda ndo havia sido investigado a associagdo entre a
mifepristone e o tratamento com LPS o que revela o ineditismo do trabalho. Diante dos nossos
achados, o uso da mifepristone, independente da fase gestacional, ndo deve ser adotado, uma vez

que ja fora extensamente comprovado na literatura cientifica sua capacidade abortiva.
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7 CONCLUSAO

e O tratamento com LPS em fémeas prenhes foi capaz de provocar hipotermia apos 2 horas
de aplicacdo;

e O LPS provocou comportamento doentio evidenciado por quadros de reducéo da
capacidade exploratoria/locomotora nos testes do labirinto em cruz elevado e do campo
aberto;

e A administracdo do LPS causou ainda comportamento semelhante a depresséo
evidenciado no teste do nado forcado;

e O LPS foi capaz de diminuir o nimero médio de filhotes nascidos a cada ninhada,
podendo ser considerado modelo de aborto;

e O pré-tratamento com dexatametasona, seguido da aplicacdo do LPS, evitou a hipotermia
nos animais prenhes;

e A metirapona, usado como pré-tratamento ao LPS, foi capaz de atenuar a hipotermia
gerada pelo LPS;

¢ Nenhum pré-tratatamento utilizado foi capaz de evitar o comportamento doentio diante da
aplicacdo do LPS, sugerindo que tal tipo de comportamento se deve as citocinas pro-
inflamatorias;

e O pré-tratamento com metirapona, sem a posterior aplicacdo do LPS, diminuiu a
exploracdo dos animais evidenciado pela queda da frequéncia de mergulhos no LCE, da
frequéncia de rumping no LCE e no campo aberto e também pela queda na capacidade
exploratdria no teste de reconhecimento espontaneo de objetos;

e A mifepristone, sem a aplicacdo da endotoxina, provocou diminuicdo da frequéncia de
mergulhos no LCE e diminuicao exploragéo vertical (rumping) no LCE e no campo
aberto, aumentando o tempo de laténcia para o primeiro cruzamento também,
evidenciando redugdo motora ou comportamento semelhante ao medo;

e O pré-tratamento com mifepristone, seguida da aplicacdo do LPS, provocou perda da
memoria a curto prazo nas fémeas prenhes;

e O pré-tratamento com metirapona foi capaz de evitar completamente os abortos

provocados pela endotoxemia devido ao provavel aumento da sintese de progesterona
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caracterizando prospectivamente essa droga como candidata a ser avaliada quanto aos
seus mecanismos de a¢do e como farmaco capaz de prevenir aborto;

e A mifepristone é droga potente em sua capacidade abortiva e seu uso seguido ou ndo da
aplicagéo do LPS, provocou aborto em todos os animais testados em nosso estudo.
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