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RESUMO

Fémeas de camundongos Swiss irradiadas apresentaram comportamento
canibalistico inesperado durante um experimento para avaliagdo de teste de memoria
operacional e de referéncia, ndo mencionado em trabalhos prévios, o que levou ao estudo
mais detalhado da incidéncia e de possiveis causas relacionadas ao comportamento anormal.
Um grupo de 31 fémeas de camundongos Swiss prenhes foram submetidas a irradiacio
ionizante com raios X de corpo inteiro através de aparelho acelerador linear de elétrons de
energia fotonica de 6 MeV com dose total absorvida gerada de 3 Gy (300cGy) e distribuidas
aleatoriamente em dois grupos para andlise do periodo pré e pds-natal e foram comparadas
com fémeas controles. Os dados observados indicam que a irradiagdo ndo induziu
comportamento materno indicativo de estresse ou intoxica¢do nem de comprometimento do
sistema enddcrino, mas as fémeas irradiadas apresentaram uma incidéncia de 86,67% de
canibalismo. O peso corporal fetal do grupo irradiado (1077,1 mg + 152,6 n=16) foi
significativamente menor (p< 0,001) quando comparado com o do grupo controle (1241,2 mg
+ 64,2 n=15) e apresentaram , em 28,1, % dos casos, hipoatividade acompanhada de
desorganizacdo das camadas laminares corticais e diminuicio da populagdo neuronal.
Verifica-se que a irradiagdo ndo causou alteracdes morfoldgicas evidencidveis nos ovdrios,
hipdfise e dreas cerebrais maternas. O distirbio motor fetal provavelmente induziu para o
comportamento canibalistico observado.

Palavras-chave: radiacdo ionizante, canibalismo, comportamento materno, memdria,
aprendizado.



ABSTRACT

Irradiated female Swiss mice presented unexpected cannibalistic behaviors during
an experiment involving tests for operational memory and reference assessment. This finding
is not mentioned in previous works, which lead us to a more detailed study of the incidence
and the possible causes related to that abnormal behavior. One group of 31 pregnant Swiss
mice was exposed to whole body ionizing irradiation of X-rays through a linear accelerator
apparatus of 6 MeV electron photonic energy, presenting total absorbed dose of 3 Gy
(300cGy). Those animals were randomly divided into two groups, one for the analysis of
prenatal and another for postnatal periods, and they were compared to mice from control
groups. The data indicate that irradiation did not induce stress, intoxication or endocrine
changes in mothers, however, irradiated female showed a high incidence (86.67%) of
cannibalism. Fetuses from irradiated mothers had a decreased body weight (1077.1 mg +
152.6 n=16) (p< 0.001) when compared to the control group (1241.2 mg + 64.2 n=15) and
also presented 28.1% of hypo activity, together with desorganization of brain cortical laminar
layers and decrease in neuronal population. It was observed that irradiation did not cause
morphological changes in maternal ovaries, hypohpysis and brain. The fetal motor
disturbance probably induced the observed cannibalistic behavior.

Keywords: Ionizing radiation, cannibalism, maternal behavior, memory, learning.
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1 INTRODUCAO

O estudo da memoria é de grande interesse para neurobidlogos dado que ela é o
substrato para a aprendizagem e linguagem, e sua funcdo se mescla com a definicdo de
inteligéncia e entendimento (LENT, 2004). O fendbmeno mnemdnico tem no ser humano papel
de destaque no desenvolvimento da civilizacdo (PINKER, 2004). Suas alteracdes patoldgicas
podem ser correlacionadas com alteragdes clinicas de pacientes com distirbios como dislexia,
esquizofrenia, retardo mental e doencas degenerativas cerebrais (GOLDMAN-RAKIC, 1995;

SOUZA, 1995; VITRAL, 2001; PINKER, 2004; HALL et al., 2004; VITRAL et al., 2005).

Virios métodos e técnicas t€m sido utilizados para estudar os sistemas de
memdria como manipulacdes genéticas e cirturgicas (ENNACEUR e MELIANI, 1992;
KESLEY e VARGAS 1993; RAWIINS et al., 1993; WAN, PANG e OLTON, 1994;
GAZZANIGA, 1999; MOOSMANG et al., 2005). De todas elas, a mais especifica € a
radiacdo pré-natal de cobaias, com eliminacdo seletiva de células neuronais e que consiste em
submeter animais prenhes a radiac@o ionizante em um determinado periodo da neurogénese.
Tem sido utilizada como um método efetivo para eliminar uma populagdo neuronal
especifica, principalmente as indiferenciadas e ainda em desenvolvimento (SCHMIDT et al.,

2001 a b; VITRAL et al., 2005).

Para comparar os desempenhos nos testes de memoria operacional e de referéncia
com graus variados de desorganizagdo laminar cortical, projetou-se uma pesquisa onde seriam
utilizados camundongos swiss, machos, adultos, obtidos de maies expostas a radiacdo

ionizante de corpo inteiro no 15° (I-15) e 16° (I-16) dias pés-inseminagao.
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Iniciado o procedimento experimental, observou-se que as fémeas de
camundongos prenhes, submetidas 4 irradiacdo ionizante apresentavam elevada incidéncia de
canibalismo. Os trabalhos prévios mencionam os resultados obtidos com os testes realizados
nas crias originadas de maes submetidas a radiacdo ionizante, mas ndo fazem mencdo a
canibalismo (MINAMISAWA et al.,1992; SOUZA, 1995; SCHMIDT et al., 2001a,b;

VITRAL et al., 2005).

Em roedores sd@o citados vérios motivos que levam ao canibalismo realizado por
maes em suas crias, entre eles a presenca de malformacdes ou indicios de debilidade fisica do
recém-nascido e quando as mies sdo portadoras de alteragdes genéticas, enddcrinas ou
neurolégicas (FERRARI et al., 1996; ALSTON-MILLS, 1999; HOUPT, 2000; LONSTEIN e

GAMMIE, 2002; BONSIGNORE et al., 2006).

A elevada incidéncia de canibalismo observada, ao mesmo tempo em que
inviabilizava a obtenc¢do de animais em ndmero suficiente para os testes, suscitou ddvida
sobre os resultados a serem obtidos com os sobreviventes em testes de memoria e
aprendizado. A necessidade de analisar com mais detalhe a incidéncia de canibalismo bem

como tentar buscar as causas de sua ocorréncia foi o propédsito do presente trabalho.



2 HIPOTESE

A radiacdo ionizante em fémeas de camundongo prenhes gera alteragdes
morfofisiolégicas na mae e /ou no feto acarretando alta incidéncia de canibalismo no periodo

neonatal e infantil



3 OBJETIVOS

Avaliar, em fémeas de camundongos Swiss prenhes, expostas a irradia¢ao
ionizante:
1. Incidéncia de canibalismo e indice de sobrevivéncia de crias durante o periodo
neonatal e infantil.
2. Alteragdes morfoldgicas de 6rgdos do sistema neuroenddcrino materno.
3. Alteracdes do desenvolvimento fetal: atividade motora, e alteracdes

morfoldgicas do sistema nervoso e 6rgao vitais.



4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Correlacao entre memdria e comportamento

Duas modalidades de memoria relacionadas através de conexdes com fungdes
complementares atuam como base nas rotinas comportamentais, a memoria operacional, de
curtissima duragéo, sendo esquecida apds sua utilizagcdo, gera nogdo de continuidade temporal
e espacial essencial para funcdes executivas cotidianas (GOLDMAN-RAKIC, 1995) e a
memoria de referéncia que tem como funcdo formar o conhecimento de um mapa espacial do
ambiente onde se estd inserido, ou seja, permitir uma localizacdo precisa no espaco
circundante (ENNACEUR e MELIANI, 1992; KESLEY ¢ VARGAS, 1993; RAWLINS et

al., 1993; WAN et al., 1994; VITRAL et al., 2005).

O aprendizado pode ser moldado geneticamente e por processos fisioldgicos, mas
implica necessariamente na organizacdo de novas conexdes e alteracdes funcionais neurais

(LENT, 2004) e a reten¢do de novos padrdes comportamentais € feita através da memoria.

As pesquisas desenvolvidas até o presente momento encontraram como correlato
celular da memoria e aprendizado, a distribui¢do laminar cortical e presenca de células

especificas em determinadas camadas (GOLDMAN-RAKIC, 1995; GAZZANIGA, 1999).

A busca pelo maior conhecimento dos substratos moleculares, celulares e
plasticidade sindptica, alteracdes cerebrais que ocorrem durante o aprendizado e execucdes
comportamentais, tem impulsionado as pesquisas na drea da neurociéncia e neurobiologia

(GAZZANIGA, 1999).
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As alteragdes patoldgicas correlacionam modificacdes de vias e funcionalidade
sindptica com distdrbios clinicos de aprendizagem e comportamento como dislexia,
esquizofrenia, retardo mental e doencas degenerativas cerebrais (GOLDMAN-RAKIC, 1995;
SOUZA, 1995; VITRAL, 2001; HALL et al., 2004; PINKER, 2004; VITRAL et al., 2005).
A Neurobiologia e os estudos neurocomportamentais vém se destacando na elucidacdo das
bases fisiologicas e anatdmicas da memoria, da aprendizagem e dos processos de aquisi¢io de

novos comportamentos frente a experiéncia.

Atualmente o conhecimento sobre as bases neurofisioldgicas e enddcrinas do
comportamento ¢ de grande interesse e compreender os processos fisioldgicos ajuda na
elucidacdo dos comportamentos aberrantes e patoldgicos, bem como na busca por tratamentos

mais eficazes e especificos para os mesmos.

4.2 Comportamento parental

Todo cuidado dispensado as crias, tanto por parte das fémeas como dos machos, é
chamado de comportamento parental e visa aumentar as chances de sobrevivéncia dos filhotes
e suas aptidoes para a vida adulta (MOTTA, 2000). Nos mamiferos o cuidado parental é
prolongado e intenso e se confunde com materno, pois € a fémea quem se ocupa da protecado e
alimentacdo das crias que nascem dependentes (KREBS e DAVIES, 1996; LONSTEIN e

VRIES, 2000).

O comportamento maternal € caracterizado como um complexo de seqii€ncias

comportamentais estereotipadas tais como postura de amamentacdo, lambidas nas crias,
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cuidados com o ninho, manuten¢@o da ninhada agrupada e defesa da cria diante de um invasor
(LONSTEIN e VRIES, 2000; MOTTA, 2000; BONSIGNORE et al., 2006), que relaciona-se
a fatores hormonais, neuroldgicos, caracteristicas genéticas e estimulos sensoriais das crias
(FERRARI et al., 1996; HOUPT, 2000; LONSTEIN e GAMMIE, 2002; BONSIGNORE et

al., 2006).

Conforme descrito por Lonstein e Gammie (2002), o comportamento materno é
mantido ao longo da amamentacdo e até que a prole se torne independente. Os
comportamentos de protecdo e agressividade contra invasores declinam com o tempo de
lactacdo tendo seu pico maximo durante as duas primeiras semanas. Tais comportamentos nao
tém sua base fisiologica perfeitamente definida, mas sabe-se que o estimulo de suc¢do das
crias é responsdvel pelo seu inicio e a manutencdo e o decréscimo nas fases tardias de
lactacdo é devido, principalmente, a diminui¢do da freqii€ncia de amamentacio e fatores
neuroenddcrinos ainda ndo totalmente explicados. Algumas linhagens de camundongo nio
apresentam atitudes protetoras, levando a hipdtese de que fatores genéticos também sdo

responséveis pelo seu aparecimento.

4.2.1 Fatores genéticos relacionados a conduta materna

Alguns genes, em ratas, foram identificados e relacionados com a conduta
materna demonstrando a importincia destes no comportamento. Houpt (2000) observou que,
em ratos, alteracdo genética do receptor de prolactina produz distirbio ndo s6 na conduta
materna como também no aprendizado e anormalidades na funcdo do gen do receptor para
estrogénio e vitamina D levam ao aparecimento de condutas anormais, como canibalismo. A

auséncia do gene Mest leva a falta de cuidado materno e da placentofagia fisioldgica, e a
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presencga do gen Peg 3, de transmissdo paterna, gera comportamento anormal.

Os ratos FSL (Flinders Sensitive Line), manipulados geneticamente para servirem
como modelo animal para depressdo, apresentam reducdo das atividades relativas ao cuidado
das crias (LAVI-AVNON, 2005) e camundongos mutantes hubb/hubb, além de demonstrarem
diminui¢do do comportamento padrido de cuidados com a prole, podem desenvolver condutas

aberrantes como canibalismo (ALSTON-MILLS, 1999).

Mutagdo no gen da ocitocina gera maior agressividade em ratos machos

(LONSTEIN e GAMMIE, 2002) e possivelmente altera¢cdes maternas.

Os estudos genéticos apresentam campo vasto e aberto para novas pesquisas €

descobertas.

4.2.2 Fatores endocrinos relacionados a conduta materna

Os hormonios atuam em variadas dreas cerebrais modulando os comportamentos e
influenciando mudancas fisiologicas e possivelmente patoldgicas. As flutuacdes dos niveis
hormonais ovarianos e hipofisarios durante os ciclos reprodutivos e suas fun¢des no controle
da agressividade e cuidados parentais vém sendo amplamente estudados. As alteracdes
hormonais a que as fémeas se encontram expostas durante os periodos de gestagdo e lactacio
levam a mudangas comportamentais adaptativas para as novas tarefas de cuidados com a prole
(LONSTEIN e VRIES, 2000; LONSTEIN e GAMMIE, 2002) que visam a sua prote¢do, bem
estar e a defesa territorial, e interferéncias patoldgicas nos seus niveis refletem-se nos padrdes

de comportamento observaveis.
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Os estimulos desencadeadores do comportamento materno em ratas sdo as
alteracdes hormonais do final da gestacdo e pds-parto. No periodo de prenhez, as ratas
apresentam elevacdo dos niveis de progesterona, estrogénio e prolactina, seguida de queda das
taxas de progesterona no pré-parto. Concomitantemente as ratas exibem os comportamentos
de constru¢do e manutengdo do ninho e lamber os mamilos (MOTTA, 2000; LONSTEIN e

GAMMIE, 2002).

O comportamento protetor, com aumento da agressividade contra invasores, ¢é
promovido, nas ratas, pela elevag¢do dos niveis de estrogénio e estimulo de suc¢@o das crias ao
mamarem e, nas fémeas de camundongo, é dependente apenas do reflexo de suc¢do, pois o
estrogénio encontra-se baixo nesta espécie, durante lactacdo. Os niveis de progesterona
elevados durante a gestagdo ndo afetam diretamente a agressividade, mas geram aumento no

alerta ao perigo (LONSTEIN e GAMMIE, 2002; D’AMATO et al., 2006).

O papel da prolactina como indutora de comportamento materno nao estd bem
estudado ainda, e a sua importancia ndo pode ser descartada, mas parece ser irrelevante na
origem e manutencdo da agressividade contra invasores. Também a ocitocina parece estar
mais ligada a um reconhecimento da identidade do invasor, do que aumento da agressividade

materna contra o mesmo (LONSTEIN e GAMMIE, 2002).

4.2.3 Circuitos neurais relacionados a conduta materna

O envolvimento dos circuitos neurais e neurotransmissores na génese do
comportamento reprodutivo e parental é de inegdvel importincia, mas ainda requer maior

esclarecimento. Os circuitos neurais da agressdo em roedores, comuns a fémea lactante e ao
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macho, incluem dreas ventrais e mediais do hipotdlamo que recebem informa¢des hormonais

e sensoriais para integracio, e enviam padrdes motores de respostas, ligadas a agressividade.

Areas cerebrais identificadas durante comportamento protetor materno, utilizando
marcadores de atividade neural, cFOS e pCREB, podem estar relacionadas a aferéncias de
estimulos da cria ou eferéncias motoras comportamentais, o que tem tornado dificil

interpretacdes baseadas nestes resultados.

Os estimulos sensoriais durante interacdo com as crias sdo importantes para a
manuten¢do do comportamento materno de prote¢do e as alteragdes de dreas ligadas a
aferéncia e processamento de pistas sensoriais das crias diminuem as reagdes de cuidados

(LONSTEIN e GAMMIE, 2002; OLAZABAL et al., 2004).

As lesdes da drea talamica mediodorsal ou do coértex insular pré-frontal levam a
um decréscimo da agressividade protetora das fémeas lactantes e essa anormalidade
comportamental ndo se deve a anosmia, mas sim a um ndo reconhecimento das pistas
olfatérias das crias, ndo ocorrendo discriminac¢do entre essas € o intruso (LONSTEIN e

GAMMIE, 2002).

Lesoes dos nicleos peripedunculares, que transmitem impulsos da amamentagdo
para hipotdlamo e sistema limbico, causam diminuicdo das atitudes de protecdo apenas se
ocorrerem apés o quarto dia de parto demonstrando que os estimulos hormonais parecem ter
uma importancia maior como iniciadores desse comportamento, sendo apenas a manutengao
de responsabilidade dos circuitos neurais peripedunculares. Quando sdo observadas lesdes no

hipotdlamo ventromedial de ratos, onde terminam as proje¢des dos nicleos peripedunculares,
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ocorre decréscimo da agressividade contra intrusos em fémeas lactantes e entre machos. O
neurotransmissor GABA (4cido gama amino butirico) parece ser o facilitador neste sitio, para
o comportamento maternal, j4 que seus antagonistas geram uma alteracdo na conduta

agressiva (LONSTEIN e GAMMIE, 2002).

O papel dos nucleos paraventriculares do hipotilamo ndo estd bem claro, mas
lesdes precoces realizadas apdés dois dias do parto causam aumento do comportamento
protetor, porém quando estas alteracdes ocorrem mais tardiamente, cinco dias apds o
nascimento das crias, hd um decréscimo da atitude contra agressores. Independente da
ocasido, pré ou pds- parto, que ocorra lesdo na drea cinzenta periaquedutal haverd um
aumento da agressividade materna, indicando ter essa regido um controle inibitério sobre o
comportamento protetor e diminuicdo na postura de amamentagdo ji que as dreas laterais e
ventrolaterais desta regido sdo estimuladas durante amamentagdo (LONSTEIN e STERN,

1997; LONSTEIN e GAMMIE, 2002).

Lesdes no septum prejudicam as atitudes de ataque frente a um agressor por parte
de fémeas lactantes, e a serotonina parece estimular esse comportamento quando aumentada
nesta drea (LONSTEIN e GAMMIE, 2002), ao contrario, alteracdes dos niveis de serotonina
nos niicleos da rafe mediana causam interrup¢io do comportamento materno (OLAZABAL et

al., 2004).

A drea pré-Optica medial tem um papel importante para comportamentos
maternais como construcio de ninho e busca de crias para retornd-las ao ninho, mas pode ser
estimulada por dois neurotransmissores diferentes ja que ratas adultas (60 a 100 dias de vida)

expostas a presenca de filhotes apresentam aumento dos niveis de dopamina neste nicleo,
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porém nas ratas jovens (19 a 21 dias de vida) expostas a esse mesmo estimulo, os niveis

aumentados sdo de serotonina (LONSTEIN e GAMMIE, 2002; OLAZABAL et al., 2004).

A érea talamica mediodorsal, cortex insular pré-frontal, nicleos peripedunculares,
regido cinzenta periaquedutal e septum estdo relacionados ao comportamento agressivo

protetor em ratas e fémeas de camundongo, mas ndo diretamente a agressdes contra crias.

As regides mais relacionadas ao comportamento materno de cuidado com as crias
sdo: drea pré-Optica medial, regido da amigdala e nidcleo acumbens. A amigdala estd
relacionada ao reconhecimento das crias e o niicleo acumbens a manifesta¢do de recolhimento
destas para o ninho, a drea pré-Optica medial no hipotdlamo € responsdvel tanto pelo inicio
como pela expressdo do comportamento da fémea frente as crias (OLAZABAL, 2004) e é
considerada a principal regido implicada no comportamento materno (BRIDGES et al., 1990;

CALAMANDRETI, 2006).

Areas envolvidas na génese do comportamento materno de cuidado e interagdo

com as crias podem estar relacionadas a comportamentos maternos aberrantes quando lesadas.

4.2.4 Neuroquimica e comportamento materno

As alteragdes no equilibrio neuroquimico podem ser transitérias ou permanentes e
mesmo quando discretas podem provocar mudangas comportamentais. Varios
neurotransmissores e moduladores, bem como suas vias de interacdo, estdo relacionados ao

comportamento agressivo frente a um invasor e protecdo das crias (LONSTEIN e VRIES,
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2000; LONSTEIN e GAMMIE, 2002; OLAZABAL er al., 2004; D’AMATO er al., 2006). A
especificidade de cada um na génese dos comportamentos ainda estd longe de estar totalmente
esclarecida, e é uma lacuna a ser preenchida visando inclusive tratamentos mais direcionados

para alteracdes patoldgicas comportamentais.

Serotonina

Niveis baixos de serotonina estdo relacionados a alto indice de agressividade em
machos de vdrias espécies, de roedores a humanos, mas ao inverso, o uso de agonistas e
precursores da serotonina, em fémeas de camundongos e ratas lactantes, induzem a
diminui¢do do seu comportamento agressivo. Contrariamente, agonista serotoninérgico no
septum medial aumenta o comportamento agressivo em ratas e as lesdes das vias
serotoninérgicas na drea mediana dos nucleos da rafe levam 4 inibicdo do comportamento

materno (LONSTEIN e GAMMIE, 2002; OLAZABAL et al., 2004).

Oxido Nitrico

O o6xido nitrico, neuromodulador gasoso, tem sua sintese aumentada em vdarias
regides do hipotilamo (drea medial pré-Optica, nucleos supraquiasmadtico e
subparaventricular) em fémeas de camundongo lactantes durante execucdo de
comportamento agressivo. Nos machos da mesma espécie, o oposto ocorre, e a diminui¢io
dos niveis de 6xido nitrico estd relacionada ao aumento de agressividade, talvez por uma

interagdo com vias serotoninérgicas (LONSTEIN e GAMMIE, 2002).
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GABA

Altos niveis de GABA sdo mantidos pelo estimulo de sugar das crias durante
amamentacdo e sdo responsdveis pela agressdo protetora das fémeas e este comportamento
pode ser induzido em ratas virgens tratadas com benzodiazepinicos e diminuido quando ratas
e fémeas de camundongo sdo tratadas com antagonistas dos benzodiazepinicos (LONSTEIN e

GAMMIE, 2002).

Sistemas Dopaminérgicos

Os sistemas dopaminérgicos estdo envolvidos no despertar € na manutencdo do
cuidado materno, e as alteragdes em seus niveis causam anormalidades neste comportamento
(BONSIGNORE et al., 2006). A dopamina parece inibir o comportamento agressivo em ratas,
mas a injecdo de seu antagonista leva a diminui¢do do comportamento agressivo em fémeas
de camundongo. O uso crénico de cocaina durante gravidez em ratas aumenta a agressividade,
ja seu uso agudo poés-parto reduz este comportamento (LONSTEIN e GAMMIE, 2002).
Lesdes nas vias dopaminérgicas causam interrup¢do no comportamento materno, € o uso de
seu antagonista leva a inibi¢do de comportamento de recolhimento de crias para o ninho

(OLAZABAL et al., 2004).

Vasopressina e Prolactina

A vasopressina estd relacionada a agressividade em vdrias espécies, mas ndo hd

um numero significativo de trabalhos incluindo este neuropeptideo no estudo de

comportamento agressivo ou de prote¢do em fémeas com cria. A prolactina, tanto de origem
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hipofisdria como placentdria, estd mais relacionada ao inicio dos cuidados parentais e
aparentemente nao influencia a agressividade materna. O papel da prolactina sintetizada em
neurdnios nao estd esclarecido (LONSTEIN e GAMMIE, 2002), mas apenas a prolactina
administrada no sistema nervoso central gera comportamento materno, atuando

principalmente na drea pré-optica medial (BRIDGES et al., 1990).

Fator liberador de corticotropina

A liberag@o de fator liberador de corticotropina é responsavel pelo aumento de
ansiedade e reacdo de medo em machos de roedores. Durante a lactacdo ha decréscimo dos
niveis deste hormonio no hipotdlamo das fémeas ja4 que o comportamento agressivo protetor
pos-parto estd relacionado a diminuicdo da ansiedade e medo, e a administragdo de fator
liberador de corticotropina e o hormdnio adrenocorticotropico inibem sua manifestagio

(LONSTEIN e GAMMIE, 2002).

Opiodides

Os opidides diminuem a agressividade, e niveis mais baixos desse neuropeptideo
sd0 necessarios para o aparecimento de comportamento protetor de fémeas durante a lactacio,
entretanto no periodo pré-parto, varias dreas cerebrais apresentam taxas altas de opidides e o
comportamento protetor ja se manifesta em roedores, ndo deixando clara a especificidade
desse modulador. O uso de agonistas, como a morfina, talvez leve ao comportamento menos
agressivo por diminuicdo de pistas olfatérias ou aferéncia dlgica (LONSTEIN e GAMMIE,

2002).
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Ocitocina e complexo amigdaléide

A presenca de niveis mais altos de ocitocina no complexo amigdaléide produz
reconhecimento social em camundongos e permite as fémeas diferenciarem suas crias de
intrusos inclusive discriminando o sexo e idade de invasores, sendo os ataques mais ferozes

contra machos adultos.

A lesdio do O6rgdo vomeronasal que tem forte associagdo com complexo
amigdalédide, elimina ataque a agressores, mas nao altera comportamento maternal frente as
crias, sugerindo que pistas olfatdrias sdo mais importantes para identificacdo de invasores do
que geradoras de estimulo para cuidados maternos (LONSTEIN e GAMMIE, 2002;
OLAZABAL et al., 2004). Experimentos demonstraram que as areas envolvidas na emogio e
recompensa e vias reguladoras do olfato s@o estimuladas pela ocitocina (FEBO et al., 2005)
demonstrando o envolvimento do complexo amigdaliano no circuito limbico de

reconhecimento, importante para a modulacdo de comportamento agressivo.

As substancias neurotransmissoras € moduladoras como serotonina, vasopresina,
prolactina, fator liberador de corticotropina, opidides e ocitocina, atuam nos comportamentos
protetores modulando a agressividade e ansiedade. O comportamento materno
especificamente parece estar mais relacionado a vias dopaminérgicas e ao neurotransmissor

GABA.

No Sistema Nervoso, as dreas responsaveis pela manifestacio comportamental sao
moduladas internamente por variagdes nos niveis de neurotransmissores e hormdnios e

externamente pela experiéncia de aprendizado e informagdes sensorias aferentes.
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4.2.5 Caracteristicas das crias relacionadas a conduta materna

As crias fornecem uma série de estimulos sensoriais que sdo responsdveis tanto
por iniciar como por manter a conduta materna de cuidado e protecdo nas fémeas. Para que se
mantenha o comportamento maternal, as fémeas devem ter sido expostas recentemente as suas
crias, periodo de separagéo de cinco horas ja causa diminuicdo do comportamento materno de

protecdo (LONSTEIN e GAMMIE, 2002).

O principal estimulo tatil em roedores ocorre na interacdo entre crias e maes
durante a amamentagdo, e parece ser esse o fator mais importante para a manutencdo do
comportamento materno. Nas ratas a estimulacdo tétil ventral é a mais importante, sendo que
em fémeas de camundongo hd necessidade do estimulo de suc¢do durante a amamentacdo
(LONSTEIN e VRIES, 2000; LONSTEIN e GAMMIE, 2002; FEBO et al., 2005). A pele
delicada dos filhotes e a sua umidade também sao pistas tateis sinalizadoras e mantenedoras

de cuidados maternais (HOUPT, 2000).

Estimulos olfatérios sdo de extrema importidncia na comunicagcdo entre crias e
fémeas e podem ser oriundos tanto de substincias volateis ou de feromonios, e permitem a
distincdo pelas maes entre crias e intrusos (LONSTEIN e GAMMIE, 2002) e geram
comportamentos de cuidados com as ninhadas, lambidas na regido ano-genital das crias para
estimular miccgdo e defecacdo. Este dltimo cuidado € mais intenso em crias do sexo
masculino devido a presenca de feromdnio na urina e é determinante para que essas crias
apresentem comportamento reprodutor e sexual na vida adulta, a aferéncia tatil gerada pelo
cuidado materno desenvolve vias neuronais eferentes para comportamento motor de monta

durante a cépula (CARLSON, 2002).
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O comportamento materno diminui nas fases tardias da lactacdo, talvez as
modificacdes das crias crescidas levem a alteracdes nas pistas olfatdrias e tateis que ndo mais
conseguem manter o estimulo para atitudes protetoras e de cuidados. Ocorre também uma
diminuicdo da freqiiéncia dos contatos entre mies e filhotes com o passar do tempo e

crescimento destes, o que acarretaria um decréscimo dos estimulos sensoriais.

A vocalizagao ultrassonica das crias € identificada pela mie e é importante para a
busca dos filhotes perdidos e recuperag¢do para junto da ninhada, a vocalizacdo dos intrusos é
diferenciada e permite localizagdo e ataque mais precisos. As pistas visuais geram
identificacdo do tamanho das crias e parecem importantes na manutencdo de cuidados
maternos com animais de menor porte do que um adulto (HOUPT, 2000), contato com
coespecificos menores, desperta cuidados maternos e intrusos de menor porte despertam

menos agressividade em adultos (LONSTEIN e GAMMIE, 2002).

Alteracdes na capacidade de captar pistas advindas das crias ou de anormalidades
nas funcdes cerebrais associativas podem gerar comportamentos maternos andmalos, bem
como crias com comportamento ou morfologia anormais podem desencadear na mae

comportamentos para eliminacdo dessas crias (HOUPT, 2000; CHRISTIAN,2001)

4.3 Comportamento parental aberrante

Comportamentos parentais ndo comuns podem ter sua origem em fendmenos
fisiologicos e ecoldgicos como controle populacional, sobrevivéncia durante periodo de
caréncia de recursos e eliminagdo de competidores sexuais. Mesmo as atitudes maternas que

aparentemente ndo parecem ser de cuidados, como o infanticidio, podem ser uma
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manifestacdo de protec@o das crias sauddveis e eliminacdo de filhotes que ndo seriam vidveis.

Comportamentos aberrantes como sintomas de disfungdo neuroldgica ou
enddcrina materna sdo cada vez mais abordados em trabalhos experimentais e o conhecimento
sobre as bases neurais e enddcrinas do comportamento materno em modelos animais
(LONSTEIN e GAMMIE, 2002) pode favorecer a compreensdo das alteragdes

comportamentais pos-parto em mulheres com padrdes elevados de agressividade.

4.3.1 Canibalismo

O ato de um animal devorar outro da mesma espécie ¢ um comportamento
intrigante que atrai estudos de vdrias dreas, desde a biologia até a sociologia, passando por
questionamentos éticos e religiosos quando este fendmeno € observado em comunidades

humanas.

A descricdo do canibalismo como “um corte na prépria carne” parece sugerir uma
idéia de auto-eliminagdo, porém este comportamento apresenta uma vantagem evoluciondria
individual e populacional, canibalizar jovens crias é uma estratégia de sobrevivéncia de
adultos durante periodos de limitacdo de comida. A morte da vitima ndo s6 fornece energia
para o adulto como é uma titica de eliminacdo de um competidor pelos mesmos recursos e o
nivel populacional podera até ser positivo quando as crias se tornam uma estratégia alimentar

dos adultos (GETTO et al., 2005).

Quando ocorre aumento da densidade populacional, este comportamento tem sua

importancia no controle demogréfico, e nesses casos nio estd relacionado a necessidade
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alimentar individual dos adultos. O canibalismo promove a regulacdo populacional, processo
densidade dependente, quando a relacdo do nimero de vitimas por predador for alta, tendo
efeito dindmico sobre o nivel populacional e promovendo a sobrevivéncia dos adultos frente a
adversidade alimentar. Optar por um comportamento ndo canibalistico seria uma condenacio
a extingdo, e esta estratégia promove a sobrevivéncia individual e populacional (CLAESSEN

et al., 2003; GETTO et al., 2005).

4.3.2 Infanticidio

No infanticidio a morte da vitima nio tem como objetivo a alimentacdo do adulto

que o praticou, diferentemente do canibalismo (CLAESSEN et al., 2003).

Entre roedores é comum quando praticado por ndo parentes, camundongos
machos praticam infanticidio, e a agressividade materna aumentada durante a lactacdo tem
como objetivo a prote¢do das proprias crias contra esse comportamento, bem como defesa de
territério. Camundongos sui¢os machos juvenis sd@o mais vitimas de infanticidio do que
animais do sexo feminino, talvez por que suas pistas olfatdrias sejam mais estimulantes sobre

fémeas lactantes que ndo suas maes (LONSTEIN e GAMMIE, 2002).

O infanticidio praticado pelo macho tem como substrato neural e motivacional
uma competicio sexual e social. E uma estratégia adaptativa para aumentar recursos de
acasalamento e ndo um ataque predatério, a utilizacdo de medicacdo antiagressiva
serotoninérgica diminui o infanticidio sem alterar o comportamento predatdrio. As fémeas sdo
comumente descritas como menos agressivas do que os machos, sendo este comportamento

alterado durante prenhez e principalmente lactacdo. O infanticidio por fémeas lactantes é
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praticado contra crias de outras fémeas, basicamente motivado por defesa de territério e
competicdo intrassexual por alimentos e recursos para constru¢do de ninhos, como nos

machos, ndo estd relacionado a um comportamento predatério (FERRARI et al., 1996).

Infanticidio sobre crias préprias pode ocorrer quando estas ndo apresentam as
caracteristicas perinatais esperadas como normais. Os filhotes malformados, fracos, com
temperatura menor e vocalizando pouco, sdo identificados como os de menor probabilidade
de sobrevivéncia, e podem ser canibalizados pelas préprias maes logo ao nascerem (HOUPT,
2000). Nos modelos experimentais de estudos toxicolégicos, com a expectativa de
malformagdes, o sacrificio das fémeas prenhes deve ocorrer antes da data prevista para o
parto, caso contrario o infanticidio materno eliminard as chances de observacdo das

deformidades (CHRISTIAN, 2001).

4.4 Radiacao Ionizante

Os efeitos toxicoldgicos da radiacdo dependem da dose total absorvida e sdo
influenciados pelo tempo de exposicdo. Os efeitos imediatos apresentam sinais clinicos
resultantes da morte celular, tardiamente, o efeito estocastico, devido a lesdo de material
nuclear pode induzir ao aparecimento de cancer ou mutacdo gé€nica transmissivel as proximas
geracdes (SANTIS et al., 2005). Além disso, as lesdes podem ser causadas indiretamente pela

formacdo de radicais livres reacionais (VERHEYDE e BENOTMANE, 2006).

A citopatologia devido a radiacdo é semelhante aos outros tipos de injdrias
celulares e a lesdo molecular, ampliada pelos processos bioldgicos apds injuria, pode levar de

segundos a anos para se expressar (COCKERHAM, 2001).
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A interagdo da radiagdo com os organismos vivos gera efeitos bioldgicos como as
quebras das ligacdes quimicas que degradam as estruturas das moléculas, alterando ou
eliminando a atividade bioquimica normal. Proteinas e aminodcidos t€m a sua funcio
prejudicada apés irradiacdo devido as quebras nas pontes de hidrogénio, na maioria das vezes
irreversiveis. Quando as bases dos acidos nucléicos sdo rompidas, anormalidades tanto no
DNA como RNA mensageiro sdo observadas, e o dano interrompe o ciclo celular, diminui a
capacidade de reparo do organismo e provoca morte celular por necrose ou apoptose induzida
e o cancer aparece secundariamente a lesdo do material protéico nuclear (COCKERHAM,

2001; SANTIS et al., 2005; VERHEYDE e BENOTMANE, 2006).

A apoptose induzida pela radiag¢do € inicialmente causada pela lesao no DNA e
posteriormente mantida por um segundo mensageiro, a ceramida (COCKERHAM, 2001). E
um fendmeno receptor dependente e ndo secunddrio ao dano de material nucléico

(VERHEYDE e BENOTMANE, 2006).

Durante o ciclo celular, as células em mitose (sintese de DNA e divisao celular)
sdo as mais radiossensiveis, e tecidos com maiores velocidades nos ciclos celulares tém maior
chance de serem alterados durante exposicao a radiacdo como os tecidos em formagéo durante

a fase de organogénese.

Os sistemas reprodutivos e enddcrinos respondem a irradiagdo com sinais de
deficiéncia com queda da producdo de melatonina na pineal, de hormdnios hipofisarios e
ovarianos como o estrogénio e progesterona. O aumento da secrecdo de TSH (fator de
liberag@o) é compensatério a diminui¢do da producdo hormonal tireoidiana (COCKERHAM,

2001) e o hipotireoidismo secunddrio a irradiacdo diagnéstica dentdria leva ao nascimento de
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fetos de baixo peso (SANTIS et al., 2005).

Na fase pré-implantagdo, até a placenta se tornar um 6rgéo funcional, o concepto
em divisdo celular é extremamente sensivel e normalmente ocorrerd morte apds irradiagdo.
Apés a implantacdo e no periodo de organogénese a irradiagdo causard patologia estrutural,
com anormalidades nos 6rgios e malformagdes externas grosseiras. No periodo perinatal as
lesdes serdo mais funcionais do que anatomicas, com alteragdes nas atividades enzimadticas
teciduais, producdo hormonal e hematopoiese (COCKERHAM, 2001; VERHEYDE e

BENOTMANE, 2006).

A radiac@o ionizante é potencialmente teratogénica e apesar da correlagdo entre
dose e efeito ndo estar bem definida, o periodo gestacional mais suscetivel em humanos
compreende da segunda a oitava semana, e seus efeitos sdo dependentes do periodo em que

ocorre a exposicao e ndo apenas da dose absorvida pelo feto (SANTIS et al., 2005).

4.4.1 Efeito da radiacio ionizante sobre o Sistema Nervoso

O tecido nervoso adulto era considerado relativamente resistente a radiagéo, porém
o periodo longo de laténcia para o aparecimento das lesdes dificulta as avaliacdes, como a
desmielinizacdo que € iniciada duas semanas apds a irradiagdo. Em animais de laboratério,
adultos, expostos a uma dose tnica acima de 15 Gy, ha o surgimento de necrose no tecido
branco e € possivel observar alteracdes morfoldgicas com dose tnica acima de 10 Gy

(COCKERHAM, 2001).
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A apoptose em neurdnios maduros se deve ao dano no receptor ou canal idnico
com aumento do influxo de célcio o que ndo é encontrado durante apoptose de neurdnios
imaturos. Leucoencefalopatia, microangiopatia, atrofia cortical e necrose cerebral que surgem
ap6s irradiagdo no tecido nervoso ja formado parecem ter como principal causa alteragdes

vasculares e ndo morte celular direta (VERHEYDE e BENOTMANE, 2006).

Areas subcorticais sdo mais sensiveis, como hipotdlamo e hipocampo. Ratos
irradiados mesmo com doses baixas, 0,005 a 0,5 Gy , apresentam diminuicdo da densidade
sindptica em CA1l hipocampal e as alteracdes vasculares, com quebra de barreira
hematoencefélica, edema vasogénico e aumento da pressdo intracraniana surgem tardiamente

em animais irradiados com doses mais altas (10 — 30 Gy) (COCKERHAM, 2001).

As lesdes em hipocampo manifestam-se com alteracdes de aprendizado, memdria
e orientagdo espacial, mesmo com exposicdo em doses baixas e em pacientes adultos

(VERHEYDE e BENOTMANE, 2006).

4.4.2 Irradiacao pré-natal — alteracoes na neurogénese

Durante a oitava e a décima quinta semanas de gestacdo em humanos o tecido
nervoso se encontra mais vulneravel 4 acdo da radiacfo ionizante devido ao alto indice de
proliferacdo e migracdo neuronal para formagdo das camadas corticais (GOLDMAN-RAKIC,

1995; GAZZANIGA, 1999; SANTIS et al., 2005).

H4 uma diminuicdo da radiossensibilidade do tecido nervoso ao longo do periodo

gestacional e apesar de ser mais raro o aparecimento de lesdes morfolégicas ou funcionais
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apds a vigésima quinta semana de gestacdo em humanos (SANTIS er al., 2005), mudancas
comportamentais sem alteragdes histoldgicas podem surgir apds exposi¢do em fases tardias do
desenvolvimento ou na fase perinatal (HALL et al., 2004; VERHEYDE e BENOTMANE,

2006).

A apoptose induzida durante o desenvolvimento neuronal pode ter inicio seis horas
apds a exposicdo e atinge principalmente as dreas germinativas periventriculares e camada
externa granular e mesmo a utilizagdo precoce do Fator Neurotréfico cerebral (BDNF) ndo

previne este fendmeno (FERRER et al., 1998).

Em cultura de células corticais de ratos em idade gestacional de quinze dias,
neurdnios pos-mitdticos se tornam suscetiveis a apoptose devido a diminui¢do da velocidade
de reparo do DNA (GOBBEL et al., 1998). Alteragées no funcionamento de receptores e
apoptose sdo encontradas nas culturas de neurdnios hipocampais de ratos em fases tardias

(SHIRALI et al., 2006).

A exposi¢do a radiagdo ionizante em altas doses (>1Gy) leva ao atraso no
desenvolvimento do Sistema Nervoso com aparecimento de microcefalia principalmente
quando esta ocorre antes da décima sétima semana de gestacdo em humanos, e apds a
vigésima semana ndo hd anomalias congénitas (SANTIS ez al, 2005; VERHEYDE e

BENOTMANE, 2006).

Em ratos irradiados no periodo pré-natal (D-15 e D-16) ocorre alto indice de
microcefalia, principalmente devido & morte celular nas regides neocorticais, bem como

alteracdes na formacgdo sindptica com desequilibrio entre nimero de neurdnios secretores de
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GABA e GLUTAMINA (NAKANISHI, 2004).

O retardo mental é uma das mais importantes alteragdes apds a irradiagdo em altas
doses intra-itero e ndo pode ser creditado apenas a diminui¢do da circunferéncia craniana ja
que ¢é encontrado sem estar associado a microcefalia (SANTIS, 2005; VERHEYDE e
BENOTMANE, 2006). A alteracdo cognitiva devido a queda da fungdo cortical apds a
irradiacdo ionizante indica provdvel anormalidade nas conexdes neurais ou alteracdo génica
semelhante a desordens genéticas que se expressam com semelhante decréscimo cognitivo

(VERHEYDE e BENOTMANE, 2006).

A irradiacdo ionizante pré-natal, como técnica para provocar lesdo no
desenvolvimento do sistema nervoso ja foi utilizada por autores que evidenciaram alteracdes
do desenvolvimento cerebral em roedores (SOUZA, 1995; SCHMIDT et al., 2001a b;

VITRAL, 2001; VITRAL et al., 2005).

Roedores submetidos a irradiacdo durante o 15°dia (D-15) gestacional apresentam
alteragdes como as descritas por Souza em 1995: destrui¢do de células nas regides anteriores,
reducdo da espessura e densidade celular nas camadas supragranulares e nddulos de células
entre areas rarefeitas de populacdo celular nestas mesmas camadas, as ectopias neuronais no
hipocampo, nas regides periventriculares e na camada I podem estar acompanhadas de

agenesia do corpo caloso.

Ratos irradiados no D-16 ou D-18 apresentam desenvolvimento falho das camadas
I, III e IV, mas hd evidéncias de que as células progenitoras sobreviventes do neocortex

proliferem ap6s exposicio (NAKANISHI er al., 2004). Em periodos tardios da organogénese
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cerebral pode ocorrer diminui¢do da formacdo das camadas corticais, e o efeito sobre a
migracdo neural pode levar a alteracdes moleculares e morfoldgicas regionais como ectopias

(VERHEYDE e BENOTMANE, 2006).

A desorganizacdo no hipocampo irradiado tardiamente evidencia dispersdo das
células de CA1l e CA3, além da agenesia do corpo caloso e diminui¢do do tecido cortical e
cerebelar. Lesdes na glia podem ocorrer com doses baixas de RX, em torno de 0,2 Gy, e por
sua importancia funcional poderd acarretar anormalidades funcionais ainda ndo esclarecidas

(COCKERHAM, 2001).

4.4.3 Alteracoes funcionais e comportamentais apdés irradiacio do sistema nervoso

A exposi¢do a radiacdo ionizante pode levar a alteragdes funcionais sem lesdes
radiogénicas morfoldgicas, nestes casos os testes comportamentais e eletrofisioldgicos sdo

mais sensiveis.

Alteracdes metabdlicas no tecido nervoso, disfung¢do hipotaldmica sem necrose,
podem ser observadas apds exposicdo a doses baixas entre 0,11 a 0,24 Gy e (COCKERHAM,

2001).

Ocorre aumento do fluxo de sédio ap6s irradiagdo ionizante, o que acarreta uma
hiperatividade cerebral com mudancgas do padrio cortical no eletroencéfalograma de animais e
humanos apés exposicao a 0,05 Gy, e anormalidades significativas associadas a alteracdes
hipocampais com doses em torno de 2 Gy (COCKERHAM, 2001). Neur6nios maduros

apresentam aumento do influxo de cdlcio devido a lesdo no canal i6nico (VERHEYDE e



40

BENOTMANE, 2006).

A fun¢do dopaminérgica estd diminuida com irradiagdo de altas doses (100Gy),
mas ocorre aumento da sintese de acetilcolina no hipotdlamo de ratas ap6s exposicao a doses
baixas como 0,02Gy. O surgimento de granulos neurosecretorios na hipdfise e hipotdlamo nos
dois primeiro dias ap6s irradiagdo de RX na dose de 3 Gy € transitdrio e a ingestdo menor de
dgua e comida, diminuicdo do comportamento sexual e agressividade sdo alteragdes de
comportamentos inatos dose dependente. A exacerbacdo da agressividade surge com doses
acima de 10 Gy, sendo que doses baixas (0,05 a 0,15 Gy) levam a inibicdo deste

comportamento de defesa (COCKERHAM, 2001).

Ratos e camundongos irradiados por volta do 15° dia de vida intra-uterina
apresentam anormalidades no comportamento motor como locomog¢do saltitante,
hiperatividade, respostas motoras em sucessdes rapidas e eventualmente tonus muscular
diminuido e os camundongos irradiados nesta mesma data, com dose de 2Gy, desenvolvem
agressividade na vida adulta (COCKERHAM, 2001). Diminui¢do da locomog¢éo espontanea e
da execug@o motora como nadar, alteracdo no aprendizado de labirintos com diminui¢do do
aprendizado, memoria operacional e memorizacdo espacial sdo comportamentos inatos
alterados com a exposi¢cdo a irradiagio (COCKERHAM, 2001; NAKANISHI ez al., 2004;

VITRAL et al., 2005).



41

4.4.4 Radiacao ionizante em modelos animais

A irradiacdo pré-natal de modelos animais € um método efetivo para eliminar uma
populacdo neuronal especifica, principalmente as indiferenciadas e ainda em desenvolvimento
(SCHMIDT et al., 2001 a; SCHMIDT et al., 2001b; VITRAL et al., 2005).Conhecer as etapas
de desenvolvimento embriondrio de cada drea e sistema cerebral permite a eliminagio seletiva
destas. As células em mitose sdo as mais radiossensiveis, logo a drea em desenvolvimento na
época da irradiacdo serd a lesada especificamente. A ndo manipulagdo direta do cérebro e a
eliminag¢do de neurdnios pés-mitdticos ndo indiferenciados por apoptose tornam esta técnica

bastante seletiva e de alta especificidade nos estudos neurobioldgicos.

O cortex cerebral € a estrutura responsavel pela capacidade cognitiva, inteligéncia,
criatividade e padrdes comportamentais. A mais importante caracteristica desta estrutura € a
sua arquitetura distribuida em camadas e laminas e suas divisdes em dreas de dominincia com
suas conexdes (GOLDMAN-RAKIC, 1995; GAZZANIGA, 1999). A irradiacdo pré-natal
ionizante permite estudar alteracdes na laminagdo cortical, na migracdo de neurdnios e nas
conexdes de dreas cerebrais. Esta técnica possibilita também apreciar respostas
comportamentais de reacdo plastica de lesdes precoces do tecido nervoso e o uso de roedores
como cobaias tém se mostrado de utilidade ja que o grau de maturidade cerebral de um rato
recém nascido pode ser comparado ao de um feto humano durante os trés ultimos meses de

gestacdo (BONSIGNORE et al., 2006).

Camundongos Swiss apresentam comportamento agressivo semelhante tanto na
vida selvagem como em laboratério, e sdo bons modelos experimentais para estudar as

causas e mecanismos da agressdo (FERRARI et al, 1996).



5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Procedimento experimental.

5.1.1 Modelo experimental e alojamento

Foram utilizados camundongos Swiss adultos, 20 machos e 60 fémeas entre dois e
quatro meses de idade e peso ao redor de 30 gramas, obtidos do Biotério do Centro de
Biologia da Reprodu¢do da Universidade Federal de Juiz de Fora, onde todo o experimento

foi realizado.

Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno com camas de maravalha
de pinho branco, em armadrios climatizados onde a temperatura ambiente ¢ mantida em torno
de 23° C, ventilagdo com fluxo de ar de 15 renovacdes/hora através de filtros HEPA. Controle
de ciclo claro-escuro automdtico de 12 horas por 12 horas. Racdo comercial apropriada

peletizada e mamadeira de dgua filtrada foram disponibilizadas ad libitum.
5.1.2 Inducio do Cio e Acasalamento

Através do método de inducdo de cio, onde fémeas sdo colocada em gaiolas
anteriormente ocupadas por machos, foi obtida a sincronizacdo do cio (LOMBARDI et al.,

1976; GANGRADE e DOMINIC, 1984; FRANCO, 2004; BARINO,2006).

As fémeas foram colocadas com os machos em caixas individualizadas, na
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proporcdo de trés fémeas para cada macho, durante o periodo escuro (de 18hs as 7hs). Foi
considerado como primeiro dia pds-inseminacdo (D-1) aquele da observagdo de tampido

vaginal.

5.1.3 Procedimento para a irradiacao dos modelos experimentais

Fémeas no 15° ou no 16° dia pds-inseminagdo, escolhidas aleatoriamente entre as
fémeas prenhes, foram transportadas em micro isoladores, em carro com ar condicionado com
temperatura em torno de 23°C, do Biotério do Centro de Biologia da Reproducdo até o

Hospital ASCOMCER, aonde foram submetidas a irradiagao.

As fémeas foram colocadas individualmente em caixas de acrilico de 10,0 cm X
5,0 cm X 2,0 cm e submetidas a exposicdo de raios X de corpo inteiro através de aparelho
acelerador linear de elétrons de energia fotonica de 6 MeV. A permanéncia nas caixas para

exposicdo a irradiacio ndo ultrapassou trés minutos.

A dose no monitor foi de 139 UM, com uma distincia fonte- alvo de 100 cm. O
tamanho do campo de abertura do colimador foi de 10 X 6 cm e profundidade de 2,0 cm. Foi
gerada uma dose total absorvida de 3 Gy (300cGy). A dose total irradiada foi dividida em dois
campos, paralelos e opostos, de 150 cGy, para que houvesse maior uniformidade na exposicao

de toda a superficie corpérea.

O procedimento de irradiacdo foi sempre acompanhado pelo Fisico responsével
pelo Servico de Radioterapia do Hospital ASCOMCER e a dosimetria calculada de acordo

com as normas da Agéncia Internacional de Energia Atdmica.
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5.1.4 Distribuicao dos grupos experimentais

As fémeas irradiadas foram distribuidas aleatoriamente em dois grupos
experimentais: [a] formado por 15 fémeas irradiadas em D-15 ou D-16 para observagdo apds
o parto denominado T1-D15 e T1-D16 e [b] formado por 16 fémeas irradiadas em D-15 que

foram submetidas a eutanisia no décimo nono dia de prenhez, chamado de T2.

As fémeas que geraram o grupo controle ndo foram manipuladas durante todo o
periodo gestacional e foram separadas também aleatoriamente em dois grupos constituidos de:
[a] cinco fémeas para observag¢do do periodo pés-natal que recebeu o nome de Cle [b] 15

fémeas para a observacgdo pré-natal, denominado de C2.

Fémeas
prenhes
POS-NATAL PRE-NATAL
] ] ]
T1 C1 T2 C2
D15-16 D15
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5.1.5 Avaliacao Pés-natal

Fémeas irradiadas e as controles foram colocadas em gaiolas individuais, dois dias
antes da data provdvel para o parto, recebendo dgua e racdo ad libitum, com o objetivo de

avaliar a incidéncia de canibalismo e o indice de sobrevivéncia das crias.

Diariamente as gaiolas eram inspecionadas e verificados comportamento materno
padrido, como constru¢do de ninho e lambida de mamilos e indicios clinicos de toxicidade
como: [a] piloerecdo [b] atividade motora na gaiola, [c] movimentos estereotipados como
cocar o focinho, lamber as patas e morder-se a si prdpria, [d] alteracdes gastro-intestinais
como diarréia [e] cromodacriorréia, [f] sangramentos, [g] alterac@o na diurese, e para registrar

a ocorréncia do parto (KHERA, 1984; KHERA, 1987; HOOD e MILLER, 2006).

Constatado o parto, diariamente, pela manha, as crias eram observadas, contadas e
identificados os animais canibalizados ou mortos, até o 219 dia, correspondente ao periodo
neonatal e infantil (BECK, 2006). Calculada a propor¢ao de canibalismo precoce (Crias
canibalizadas até o quarto dia de vida pds-natal/crias nascidas vivas X 100); canibalismo
tardio (Crias canibalizadas apds o quarto dia de vida pds-natal/crias sobreviventes no quarto
dia X 100). Calculado o indice de sobrevivéncia previamente a separagdo (Crias vivas no 21°

dia de vida pds-natal/crias nascidas vivas X 100).
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5.1.6 Avaliacao Pré-natal

As fémeas irradiadas e as controles foram pesadas em D-1, D-15 e D-19, sendo

neste ultimo anotados os pesos corporais total e peso corrigido.

As fémeas de camundongos foram eutanasiadas por deslocamento cervical no 19°
dia apds inseminagdo e o procedimento sempre realizado por técnicos comprovadamente
experientes em tal interven¢@o. Nao foi possivel submeter as fémeas a sedacéo prévia devido
a necessidade de se avaliar a atividade motora das crias ao nascimento, a qual poderia ser

afetada pela sedagdo materna.

Ap6s laparotomia os ovdrios foram removidos da bursa ovdrica, pesados e seus
corpos liteos foram contados sob microscépio estereoscopico. Posteriormente foram fixados.
Procedeu-se a seguir a craniectomia e retirada do tecido cerebral materno, tendo como pontos
de referéncia o cerebelo, inclusive, € o bulbo olfatério, excluido. Seguida de pesagem e

fixag¢@o. A hipéfise foi pesada separadamente e fixada.

Os cornos uterinos foram seccionados longitudinalmente, sendo contados os fetos

vivos e mortos, nimero de implantes e de reabsorcdes.

Nos fetos verificou-se a presenca de malformacdes externas e classificou-se a

atividade motora (hiper ou hipoatividade).

O método para classificacdo de atividade fetal para a avaliacdo da vitalidade e

atividade motora fetal foi realizado por consenso entre dois experimentadores
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simultaneamente, sendo que um deles ndo conhecia a que grupo experimental a fémea

pertencia.

A atividade motora espontinea foi observada passivamente durante 30 segundos
apods abertura da cavidade amnidtica, caso ndo ocorresse movimentagio espontinea, os fetos
eram estimulados pelo toque gentil de uma pinga. Os animais foram classificados conforme

definido abaixo:

Grau I — Presenca de movimentos espontidneos dentro de 30 segundos apOs
abertura da cavidade amnidtica.

Grau II — Presenca de atividade motora semelhante ao Grau I obtida apds
estimulo tatil.

Grau III — Presenca de atividade motora de menor intensidade e amplitude
comparada a observada no Grau I, obtida apds estimulo tatil.

Grau IV — Hiperreflexia aos movimentos espontdneos ou apds o estimulo tétil.

Os fetos e placentas foram pesados por ninhada. Fetos com malformacdes ou

alteracdes na atividade motora foram pesados & parte, bem como as respectivas placentas.

Para o estudo histopatoldgico, de cada ninhada foram escolhidos aleatoriamente
dois fetos de Grau I e suas respectivas placentas. Fetos mortos, com alteracdes morfologicas
externas ou da atividade motora, foram fixados separadamente e identificados, bem como as

respectivas placentas.
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5.1.7 Processamento histologico

Como solucdo fixadora para a preservacdo do material destinado ao estudo
histopatoldgico foi usada o formol cdlcio de Baker (MICHALANY, 1998), numa proporcio

minima de nove partes de fixador para cada volume correspondente & peca anatdmica.

Os cérebros dos fetos e das fémeas foram dissecados sob lupa cirdrgica e
seccionados em cortes coronais nas regides pré-opticas, na altura dos globos oculares, sobre a

sutura coronal e cerebelo, conforme explicitado na figura 1.

Regido pré-optica

Altura dos globos oculares
Sutura Coronal

Cerebelo

N =N
[

Figura 1. Vista superior do cérebro de camundongo (Mus musculus) com marcagdes para
cortes coronais. Fonte: Brain Maps. Org -< http://brainmaps.org>
As hipofises e ovdrios foram processados inteiros, as placentas clivadas

transversalmente ao hilo de implantacgio e os fetos foram seccionados sagitalmente.

O material foi processado para inclusdo em parafina em processador automatico

histolégico, sendo cortado na espessura de 3 wm e corados pelo método hematoxilina-eosina.

Estes procedimentos foram realizados nas dependéncias do Laboratério CITO,
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com supervisio da Dra Angela Gollner e seguindo protocolos padrdes (MICHALANY, 1998;

THE JACKSON LABORATORY, 2005).

Para as localizacdes das estruturas cerebrais dos animais foi utilizado atlas
estereotaxico (PAXINOS e WATSON, 1986). Nas fémeas foram analisadas 4s areas pré-

optica medial, amigdala e acumbens e nos fetos o cértex motor.

5.2 Analise estatistica

Os dados continuos e as amostras homoced4sticas foram analisados através do
teste t- Student. Propor¢des foram analisadas pelo testes Qui- quadrado e Fisher exato. Dados
com distribui¢cdo ndo-normal foram processados pelos métodos de Kruskall- Wallis e Mann-
Whittney.

Nivel de significincia dos testes o =0.05

5.3 Comissdo de Etica na Experimentacio Animal

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissio de Etica na Experimentacio

Animal da Universidade Federal de Juiz de Fora sob o namero 056/2006CEEA



6 RESULTADOS

6.1 Avaliacao Pés-natal

As fémeas dos dois grupos apresentaram comportamento anterior ao parto
semelhante, como construcdo de ninho e preparacdo dos mamilos, semelhantes entre eles.

Nao houve sinal de toxicidade precoce ou tardia em relagdo a exposicido a
radiacdo, ndo tendo nenhuma fémea do grupo tratado ou controle desenvolvido piloeregdo,

diarréia, sangramento vaginal, cromodacriorréia ou movimentos estereotipados.

As crias das fémeas do grupo T1 apresentavam-s ao nascimento, visivelmente
menores € menos ativas do que as do grupo controle. Nao foram pesadas e nem avaliadas
através de manipulacdo para que ndo houvesse interferéncia na observagdo do

comportamento.

Em 15 ninhadas de fémeas do grupo T1 ocorreram 13 episddios de canibalismo
representando incidéncia de 86,67 % de canibalismo. As nove fémeas irradiadas no D15
praticaram oito episddios de canibalismo (88,89%) e as seis expostas a radiacdo no D16
apresentaram cinco ocorréncias do mesmo comportamento (83,33%). Considerando os
episodios de canibalismo imediato, até o quarto dia pds-natal, 11 crias foram canibalizadas de
um total de 72 nascidas vivas (15,28% de ocorréncia). Tardiamente, apds o quarto dia, 11 de
um total de 61 sobreviventes foram canibalizados pelas fémeas (18,03%). Duas crias com 14
e 16 dias de vida foram canibalizadas e, dado que camundongos swiss podem ser desmamados

no 20° dia de vida, observou-se um comportamento materno bastante aberrante, com

eliminagdo de crias juvenis.
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Figura 2. Gréfico com propor¢do de comportamento canibalistico em fémeas de camundongo

irradiadas em D-15 ou D16 de prenhez e em fémeas controles.

A propor¢do de sobrevivéncia no momento da separagio no 30° dia apés
nascimento foi de 44,21 %, sendo dois casos com O de sobrevivéncia no grupo T1 D-15 e
52,70 %, com um caso de 0 de sobrevivéncia no grupo T1 D-16. As trés fémeas de
camundongos que praticaram canibalismo total de suas crias foram eutanasiadas e
necropsiadas, logo apds a morte de todas as crias, notando-se discrepancia numérica entre os

leitos placentdrios e o nimero de crias recém nascidas observadas (21 implantes para 10 crias

recém nascidas).

Nas fémeas do grupo C1 nio foi observada ocorréncia de canibalismo.

As crias sobreviventes do grupo irradiado (T1-D15 e T1-D16) apresentaram
comportamento anormal na vida adulta. Foram observados apds 60 dias de vida
hiperatividade e movimentos saltitantes ou com padrdes repetitivos circulares e agressividade

exacerbada, mesmo entre as fémeas.

Do grupo TIDI5 (n= 9) sobreviveram 12 machos e 12 fémeas, sendo
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visivelmente menores quando comparados com controle. Entre os sobreviventes observou-se

agressividade e movimentos anormais.

Figura 3. Filhotes de camundongo de maies irradiadas [T1] a direita e controle

[C1] a esquerda com 40 dias de vida evidenciando a diferenga de tamanho entre eles

Nove machos e quatro fémeas sobreviveram no grupo T1 D16 (n= 6), e

apresentaram as mesmas alteracdes do grupo T1-D15.

No grupo controle (n= 5) 15 machos e 16 fémeas sobreviveram e todos

apresentaram comportamento tipico de sua espécie.
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6.2 Avaliacao Pré-natal

6.2.1 Variaveis Maternas

Nao foram observados sinais clinicos de toxicidade materna durante a exposicao a
radiacdo ionizante. A variacdo do peso corporal materno durante a gestagdo ndao apresentou
diferenca significativa e ndo houve variacdo no ganho de peso final entre o grupo controle e o

exposto a radiagdo conforme demonstrado no gréfico 4.

274 6 8 10 2 4 B 18 D

Figura 4. Gréfico do peso corporal materno (g) em animais do grupo controle (C) e irradiados
(T2).
* Peso corporal corrigido. Barras representam o desvio padrao.

Fonte dos dados — Tabela 2 do anexo 1

Nao foram encontradas alteragdes significativas nas varidveis relacionadas ao
desempenho reprodutivo materno: pesos de ovarios, média de corpos liteos, de implantes, de
fetos vivos, mortos e de reabsor¢des, quando os grupos controles e irradiados foram
comparados (Tabela 1).

Tabela 1. Varidveis relacionadas ao desempenho reprodutivo materno em fé€meas de

camundongo irradiadas no D-15 e controles.



Grupo Tratado 2*

Grupo Controle 2*

Peso dos Ovérios (mg)

Meédia de Corpos Liiteos

Média de Implantes Totais

Média de Fetos Vivos

Média de Reabsorg¢des

Média de Fetos Mortos

20,91 + 3,43 (16)

9,8 +2,7(16)

9,7 2,6 (16)

6,4 +25(16)

34+25(16)

1,3+0,6 (16)

22,26 +2,73 (15)

10,1 £2,0 (15)

9,6 +2,4 (15)

6,7 +2,7(15)

2,8+ 1,5(15)

1,3+0,6 (15)

Resultados expressos em média + desvio padrdo. (n) = nimero de fémeas

p > 0,05
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Nos ovarios de animais dos grupos controle e irradiados ndo foram encontradas

alteracdes morfoldgicas significativas exceto por células liteas grandes com evidéncia de

apoptose mais freqiientes entre os corpos liteos de animais irradiados (Figura 5)
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Figura 5. Corpos liteos de fémeas de camundongo controle (A) e irradiada (B). 40x. HE

As hipéfises de maes controles e irradiadas ndo evidenciaram diferencas

morfoldgicas conforme pode ser observado na Figura 6.

Figura 6. Hipdfises de fémeas de camundongo dos grupos controle (A) e irradiado (B) .40x.
HE.
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Nao foi constatada diferenca de peso dos cérebros maternos entre os dois grupos

conforme evidenciado no gréfico 7.

400+

300

200

100+

Peso de cérebro (mg)

C2
Grupos

Figura 7. Gréfico do Peso de cérebro materno (mg) de camundongos controle (C2) e
irradiados (T?2).
Fonte dos dados — Tabela 2 do Anexo 1
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A Figuras 8 mostra cortes histoldgicos de dreas cerebrais maternas, relacionadas

com comportamento.

Figura 8. Area pré-6ptica medial de fémeas de camundongo dos grupos controle (A, B) e

irradiadas (C, D). A, C 10X; B, D 40X. HE.

Verifica-se que a irradiacdio materna ndo causou alteragdes morfoldgicas
evidenciaveis nas dreas cerebrais relacionadas com comportamento, além de edema na regiao
hipotaldmica em torno do terceiro ventriculo semelhante nos dois grupos experimentais,

melhor evidenciado nas fotos B e D da figura 8.
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6.2.2 Variaveis Fetais

Nao foram verificadas malformacdes externas nos fetos de méaes controles ou

irradiadas.

No grifico 9 encontra-se a propor¢cdo de crias conforme o grau de atividade
motora apresentada. A proporcdo de recém nascidos com hipoatividade foi significativamente
maior no grupo irradiado, sendo que apenas 2% dos animais do grupo controle apresentaram

algum distirbio na atividade motora.

Grau ll

Grau Il

Grau ll
Grau lll

Grau |

Grupo Irradiado T2 Gruno Controle C2

Figura 9 — Grafico com a propor¢do de recém nascidos conforme o grau de atividade motora

exibida em cada grupo experimental.

O peso corporal fetal do grupo irradiado (1077,1 mg * 152,6 n=16) foi
significativamente menor (p< 0,001) quando comparado com o do grupo controle (1241,2 mg

+ 64,2 n=15) como ilustrado no gréfico 10.
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Peso corporal

T2 c2
Grupos

Figura 10. Grafico com peso (mg) corporal de fetos (média + desvio padrao) obtidos de maes

irradiadas (T2) e controle (C2) * p < 0,001. Fonte de dados Tabela 3 no anexo

Nao houve diferenca de peso entre crias das maes irradiadas quando comparados

em relacdo aos graus de variacdo de atividade motora (Figura 11).
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Graus de atividade
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Figura 11. Peso corporal fetal de acordo com graus de atividade motora no grupo irradiado.

As placentas de animais do grupo irradiado pesaram 111,4mg + 14,8 (16) e ndo

tiveram diferencga significativa em relac@o as do grupo controle 115,3mg + 18,5 (15).

Embora com peso corporal significativamente menor, os fetos irradiados ndo
apresentaram alteracdes significativas na maturacio de 6rgdos vitais como pulméo, figado e
rins e nem indicios de alteracdes em 6rgaos imuno-relacionados como o timo. As figuras 12 e
13 mostram cortes histolégicos de pulmio e rim, respectivamente, de animais do grupo

controle e do irradiado.
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Figura 12. Pulmdes de fetos de camundongo dos grupos controle (A, B) e irradiados (C, D, E,

F). Fetos com atividade Grau II (C, D) e grau Il (E, F). A, C, E 10X; B, D, F 40X. HE.
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Figura 13. Rins de fetos de camundongo. grupo controle (A, B) e irradiado (C, D, E, F).

Atividade motora Grau II (C e D), Grau III (E, F). A, C, E 10X ; B, D, F 40X. HE.
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A laminacdo cortical dos cérebros dos fetos foi avaliada quanto a celularidade e
padrio de organizacdo estrutural de suas camadas. Das 50 1aminas do grupo T2 avaliadas 39
(70,9%) continham menor celularidade e algum grau de desorganizacido de camadas ou estas
estavam mais delgadas. Das laminas com alteragdes laminares 64,1% eram de fetos
hipoativos. No grupo controle, das 46 laminas avaliadas nenhuma apresentou anormalidades

na laminagao cortical (Figura 14).

Figura 14. Cértex de fetos de camundongo. Fetos controles (A) e com grau de atividade

motora II (B) e III (C). A linha indica a espessura da regido cortical. 10X. HE.

O tecido cerebral sofre degradacdo rapidamente e foi dada prioridade a
avaliacdo do grau de atividade motora e fixa¢do do encéfalo fetal, por estes motivos ndo foi

realizada a pesagem deste 6rgdo nas crias.



7 DISCUSSAO

Comportamento parental aberrante como o canibalismo pode se manifestar em
condicdes de superpopulacdo, privacio de alimentos e eliminagdo competitiva (FERRARI
et al., 1996; CLAESSEN et al., 2003; GETTO et al., 2005), o que nio foi o caso do

presente trabalho ja que as condicdes ambientais permaneceram sob controle.

Em situacdes em que as maes sdo submetidas a estresse ou intoxicacdo ou sio

portadoras de alteracdes enddcrinas podemos observar comportamentos maternos anormais.

Avalia-se o estresse de um animal através de manifestacdes clinicas como
movimentacdo estereotipada, alteracdo de deambulacdo no interior da gaiola, pelos ericados
entre outros (NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES, 2003). No presente trabalho tais
indicios clinicos ndo foram observados nas maées irradiadas, sugerindo que a irradiacdo nao

foi estimulo ansiog€nico capaz de interferir com o comportamento do animal.

Nao s6 o estresse, mas a toxicidade materna também pode interferir com o
desempenho do comportamento materno (KHERA, 1984; KHERA, 1985; KHERA, 1987,
NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES, 2003), o que ndo parece ter ocorrido uma vez
que as observagdes clinicas dos grupos experimentais ndo foram diferentes.

E comum ser observada pequena reducio de peso corporal apés irradiacio
(COCKERHAM, 2001), sendo que esta reducdo de peso corporal quando ocorre em valores
maiores € indicativo de toxicidade (KHERA, 1987; PINTO et al., 2007). Embora o grupo de

maes irradiadas tenha apresentado discreta reducdo de peso, em valores absolutos, quando
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comparado as maes controles, essa diferenca ndo foi significativa, corroborando com os

demais indicativos de auséncia de toxicidade materna apds irradiacao.

Entre as causas de comportamento materno anormal sdo citadas alteragdes
hormonais, j& que os hormdnios participam da génese e manutengdo do comportamento
materno observavel no periodo pré-parto e periodo de amamentagdo (LONSTEIN e VRIES,
2000; LONSTEIN ¢ GAMMIE, 2002; D’AMATO et al., 2006). As fémeas observadas
durante o periodo pré-natal apresentaram comportamento normal como constru¢ao do ninho e
preparo dos mamilos e os dados histoldgicos e de pesagem dos ovdrios indicam ndo ter havido

flutuacdes hormonais importantes.

A irradiacdo ionizante pode causar queda na producdo hormonal ovariana e
hipofisaria (COCKERHAM, 2001; SANTIS et al, 2005), levando a alteragdes no
comportamento materno ja que sdo glandulas essenciais a reprodugdo e ao comportamento
(BRIDGES et al., 1990; FEBO et al., 2005) A hipdfise é o local de armazenamento e
liberagdo de ocitocina e de secre¢do de prolactina, importantes também na lactagdo. Os
ovarios sao responsdveis pela producdo de estrogénios e progesterona, indiretamente inferida
através do nimero e aspectos dos corpos liteos e peso ovariano ja que o peso de um 6rgio
secretor hormonal é uma medida indireta da sua capacidade funcional e € utilizado para

demonstragdo da mesma (CALAMANDREI et al., 2006).

No presente trabalho o exame histopatolégico das hipéfises das fémeas irradiadas
ndo evidenciou diferengas significativas histomorfolégicas com relacdo ao grupo controle, o
que poderia indicar funcionamento semelhante nos grupos experimentais. Dessa forma a

producdo de hormonios relacionados ao comportamento materno como prolactina e ocitocina
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ndo devem diferir entre controles e irradiados.

O numero de corpos liteos por fémea e a média do peso ovariano ndo diferiram
entre os grupos, sugerindo que possivelmente ndo houve alteracdes hormonais importantes.
Foi notada com maior freqiiéncia no grupo irradiado, a presenca de células ldteos grandes,
produtoras de progesterona no corpo liiteo, com nticleos picnéticos que € indicativo de morte
celular. Lesdes vasculares apds exposicdo a radiacdo como vasculites, edema e necrose
tecidual, também ndo foram verificadas nos ovdrios deanimais irradiados. O conjunto dos
dados obtidos sugere que nao ocorreram altera¢cdes hormonais significativamente importantes

que pudessem justificar modifica¢cdes do comportamento materno por tais causas.

O Sistema Nervoso Central de animais adultos é afetado pela radia¢do ionizante
apresentando perda de tecido por apoptose causada por alteracdes em canais iOnicos e
alteracdes na barreira hematoencefdlica com alteracdes celulares e vasculares (VERHEYDE e
BENOTMANE, 2006; YUAN et al., 2006). Tais lesdes, se atingirem dreas cerebrais
relacionadas ao comportamento materno como area pré-Optica medial no hipotdlamo, nicleo
acumbens e regido amigdaliana (BRIDGES et al, 1990; OLAZABAL, 2004,
CALAMANDREI, 2006) podem causar comportamento anormal como o canibalismo de

crias.

A observagdo do peso dos cérebros maternos irradiados mostra que ndo foi
diferente dos controles, o que pode indicar indiretamente ndo ter havido perda significativa
deste tecido por lesdo pds- irradiacdo e nem aparecimento de edema volumoso a ponto de
elevar o peso do 6rgdo. Na avaliagdo histolpatoldgica ndo foram evidenciadas diferengas entre

os dois grupos, indicando que as dreas relacionadas ao comportamento materno ndo foram
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afetadas pela radiacdo ionizante. O edema em torno do terceiro ventriculo, na regido
hipotalamica da drea pré-6ptica medial, ocorreu nos dois grupos e parece se dever a congestao

dos vasos sanguineos do pescog¢o, causado pela eutandsia por deslocamento cervical.

A andlise global de comportamento, aspectos fisicos e de 6rgdo maternos leva a
sugestdo de que a irradiacdo ndo causou alteracdes maternas fisiolégicas ou morfoldgicas

capazes de explicar o comportamento canibalistico observado.

As crias induzem o comportamento materno através de estimulos tateis, olfativos
e sonoros (HOUPT, 2000; LONSTEIN e VRIES, 2000; CARLSON, 2002; LONSTEIN e
GAMMIE, 2002). A presenga de crias malformadas, hipotérmicas, hipoativas ou com
problemas de vocalizacdo pode induzir as mies a comportamento anormais como O nao
recolhimento das crias que se afastaram do ninho, a auséncia de postura de amamentagdo e o
canibalismo (HOUPT, 2000; CHRISTIAN, 2001). Durante o experimento de observacao do
comportamento pds-natal os filhotes foram manipulados pelo mesmo cuidador e somente
quando as gaiolas foram higienizadas de modo a ndo induzir qualquer modificacio
comportamental ou olfativa dos filhotes que gerasse canibalismo pelas fémeas por nio

reconhecimento (NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES, 2003).

No grupo de crias irradiadas intra-utero observou-se na vida adulta
comportamento anormal em relagdo a espécie, como alteracdes motoras, agressividade e
baixo crescimento que talvez possa se dever a reducdo de celularidade neuronal apds
irradiacdo ionizante, que repercute no comportamento dos animais adultos e pode ser
comparado com doengas neurolégicas em humanos (ALTMAN, 1987; MINAMISAWA et

al.,1992; HALL, 2004; ).
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Nio tendo sido observadas crias malformadas, nao € possivel atribuir a tal fator a
canibalizacdo por parte das mées, fato que havia sido suspeitado quando se observou que em
tr€s maes que canibalizaram toda ninhada os leitos placentirios eram em maior nimero do

que o de crias contadas ao nascimento.

A exposicdo a radiagdo ionizante durante gestacdo estd relacionada ao nascimento
de fetos de baixo peso, até mesmo em humanos, e este efeito parece estar mediado por lesdes
vasculares e estruturais (SANTIS et al., 2005). Crias de fémeas de camundongo prenhes
irradiadas apresentam atraso no ganho de peso pds- natal MINAMISAWA et al., 1992; GAO
et al., 2002) do mesmo modo que foi observado no presente trabalho. As placentas dos grupos
ndo apresentaram diferengas significativas quanto ao peso e histologicamente ndo foram
evidenciadas altera¢Oes vasculares que pudessem gerar trocas nutricionais insuficientes entre

feto e mée que levassem a perda ponderal (ORNOY et al., 1981; BURGOYNE et al., 1983).

Apesar de serem menores, as crias de maes irradiadas ndo apresentaram alteragdes
morfoldgicas em seus Orgdos vitais como pulmio, figado, rins e timo o que indicaria

interferéncia da radiagfo ionizante no processo de multiplicacdo celular.

Embora nfo tenha sido objeto de mensuragdes, observou-se que as crias pouco
ativas eram preferencialmente canibalizadas pelas maes do grupo T1, o que parece ser
corroborado pelo fato de se observarem 28,1% de fetos hipoativos no grupo T2 em contraste

com 0s 2% notados no grupo controle C2.

O substrato morfoldgico para esta alteracdo do comportamento motor observado

ao nascimento foi a desorganizacdo das camadas laminares corticais e na diminuicdo da
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populacdo celular das mesmas, esta redu¢do da massa neuronal cortical acompanha-se de
distdrbios de aprendizado, meméria e motores (GOLDMAN-RAKIC , 1995; MINAMISAWA
e HIROKAGA, 1996; GAZZANIGA, 1999; GAO, 2002; BONSIGNORE, 2006 ;

VERHEYDE e BENOTMANE, 2006).

O presente trabalho permite o questionamento sobre o uso deste modelo
experimental em testes de memoéria e aprendizado com labirintos. O comportamento
canibalistico poderia estar promovendo selecdo natural de crias mais aptas a vida adulta
gerando uma homogeinizacdo de amostras indesejavel para trabalhos com animais irradiados.
Os resultados nos testes que utilizam labirintos e testes de fuga podem estar alterados ndo
somente por distirbios na memoria e aprendizado, mas também devido a problemas motores

dos animais.



8 CONCLUSAO

1. Houve baixa sobrevivéncia de crias entre as mies irradiadas, com elevada propor¢do de

canibalismo.

2. Nao ocorreram alteracdes morfofisioldgicas maternas.

3. Fetos de maes irradiadas apresentaram peso reduzido, hipoatividade e reducdo da

espessura cortical cerebral.

O comportamento canibalistico de fémeas de camundongo Swiss expostas a
irradiacdo ionizante durante a prenhez provavelmente € induzido por alteragdes na atividade

motora fetal.
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ANEXO 1 - Tabelas com as variaveis Maternas e Fetais

Tabela 2 Variaveis Maternas

Grupo Irradiado Grupo Controle

X £ DP (n)* X +DP (n)*
Peso I- 1 30,8 £2,5(16) 30,0 £ 2,8 (15)
Peso I- 15 40,3 £4,2 (16) 41,1 £4,4 (15)
Peso I- 19 46,4 +5,0 (16) 48,6 £6,0 (15)

Peso Pds- histerectomia
Ganho de Peso - gestacdo
Peso dos Ovarios

Peso dos Cérebros

36,4 +3,7 (16)
5,60 2,6 (16)
20,9 + 3,4(16)

461,1 32,3 (16)

37,5+2,7 (13)
6,83 2,1 (13)
23,0 £3.,8 (15)

469,4 51,0 (15)

Total de Corpos Liteos 9,8 £2,7(16) 10,1 £2,0 (15)
Implantes Totais 9,7+2,6(16) 9,6 £2.4 (15)
Numero de Fetos Vivos 6,4 +2,5(16) 6,7 2,7 (15)
Reabsorc¢oes 3,4+25(16) 2,8+ 1,5(15)
Fetos Mortos 1,3+£0,6 (16) 1,3+£0,6 (15)
Fetos Grau I 5,7+£2,6(13) 6,6 £2.7 (15)
Fetos Grau II 2,0 £1,8 (14) 1,0 (1)
Fetos Grau III 2,14 £ 1,1 (15) 1,0 (1)
Proporcao Grau I 71,80% 98%
Proporcao Grau II 13,50% 1%
Propor¢do Grau III 14,60% 1%
* n = nimero de fémeas
Medida do peso - mg
Tabela 3. Varidveis Fetais
Grupo Irradiado Grupo Controle
X=+DP (n)* X =+ DP (n)*

Peso Fetal

Peso Grau I

Peso Grau II

Peso Grau III

Peso dos Fetos Mortos
Peso das Placentas dos
Fetos Vivos

Peso das Placentas dos
Fetos Mortos

1077,1 £ 152,6 (15)
1056,9 + 145,4 (12)
1087.2 + 165,9 (14)
1061,1 + 187,1 (15)
1088,0 (2)

111,4 + 14,8 (15)

99,4 (1)

12412 + 64,2 (15)
1248,0 + 61,3 (15)
961,8 (1)

876 (1)
802,4 (3)

115,3 + 18,5 (15)

93,9 (3)

= Média por ninhada
* n = nimero de fémeas
Peso em mg



ANEXO 2 -Artigo Enviado para a Revista Behavioral Neuroscience

Cannibalism in female Swiss mice exposed to ionizing irradiation during pregnancy.

Juiz de Fora, 8" July, 2007

Abstract

Irradiated female Swiss mice presented unexpected cannibalistic behaviors during an
experiment involving tests for operational memory and reference assessment. This
finding is not mentioned in previous works, which lead us to a more detailed study of
the incidence and the possible causes related to that abnormal behavior. One group
of 31 pregnant Swiss mice was exposed to whole body ionizing irradiation of X-rays
(300cGy). Those animals were divided into two groups, one for the analysis of
prenatal and another for postnatal periods. The data indicate that irradiation did not
induce stress, intoxication or endocrine changes in mothers, however, irradiated
female showed a high incidence (86.67%) of cannibalism. Fetuses from irradiated
mothers had a decreased body weight (1077.1 mg = 152.6 n=16) when compared to
the control group (1241.2 mg + 64.2 n=15) and also presented 28.1% of hypo
activity, what probably contributed to maternal cannibalism. The cannibalism, as a
selective behavior of most apt pups, may generate a homogenizing of samples,

which is undesirable for experiments regarding memory and learning tests.

Keywords: lonizing radiation, cannibalism, maternal behavior, memory, learning.
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Introduction

Maternal behavior is considered a complex of sequences of stereotyped
behaviors, such as lactation posture, pups licking, nest care, getting litter grouped
and pups defense against invaders (Bonsignore et al., 2006; Lonstein e Vries, 2000).
In litter defense, malformed or weak pups are considered a threat to the litter survival
and those pups can be cannibalized by mothers (Christian, 2001).

During an experiment for comparing the operational and reference memory
tests performance to brain cortical laminar disorganization, adult male Swiss mice
from mothers who were exposed to ionizing radiation on 15" and 16™ post
insemination days would have their performance on Lashley labyrinth and escape to
aquatic test assessed and compared to histological alterations. However, in the
beginning of the experiment, it was observed that irradiated mothers showed a high
incidence of cannibalism, a fact that has not been mentioned in previous works with
the same goal (Minamisawa et al., 1992; Schmidt, Vitral e Linden, 2001a,b; Vitral,
Vitral e Dutra, 2005).

The abnormal behavior of irradiated mothers was preventing a sufficient
number of animals for the tests; this fact evidenced the necessity of a detailed
analysis of the cannibalism incidence in irradiated animals, as well as to identify the
causes of this behavior. So, the present work aimed to assess the pups survival
index during neonatal and infancy periods, and also the alterations of fetal
development, of pups from Swiss mice exposed to ionizing radiation during

pregnancy.
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Material e Methods

Animals

Twenty male and 60 female Swiss mice, 2-4 months old, weighing around
30g from the Center of Reproductive Biology vivarium, were used. The mice were
housed in plastic cages, kept in light-darkness cycles of 12 hours in ventilated stands
with controlled temperature (23°C) and humidity. They were fed on rat chow pellets
and received filtered water ad libitum.

Animal care and the experimental protocol followed the principles and
guidelines suggested by the Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA)
and were approved by the Ethical Committee of the Federal University of Juiz de
Fora (UFJF) which follows the international rules (EEC Directive — 86/609/EEC)

(Protocol number 056/2006 — CEA).

Mating

Females and males were housed together (3:1) overnight (from 6 pm to 7 am).
Everyday at 8 am females were checked for the presence of vaginal plugs. The
presence of vaginal plugs indicated the beginning of gestation (post insemination 1,

D-1).

Experimental groups

The pregnant mice were randomly divided into four experimental groups: [T1]
consisting of 15 females irradiated on D-15 for post birth observation and [C1] five no
irradiated control female; [T2] with 16 females irradiated on D-15 for the analysis of

prenatal period, and [C2] 15 no irradiated control females.
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Irradiation of animals

Females on the 15" post insemination day were transported in micro
isolators, in a car with air conditioning (23°C), from the laboratory until the irradiation
place, which was around three kilometers distant (ASCOMECER Hospital, Juiz de
Fora, MG).

For irradiation, animals were individually placed into small acrylic
containers (10.0 X 5.0 X 2.0 cm). Mice were exposed to whole body X-irradiation
using a linear accelerator apparatus of 6 MeV electron photonic energy. Permanency
in cages for irradiation exposure was no longer than three minutes.
The dose at the monitor was 139 UM, with a source-target distance of 100cm. The
opening field of the collimator was 10 X 6 cm and the profundity was 2 cm. The total
absorbed dose was of 3 Gy (300cGy). The total irradiated dose was divided into two
parallel and opposite 150 cGy fields, so that the whole body surface was uniformly
exposed.
The irradiation procedure was always carried out together with the physique
responsible for the Radiotherapy Service from ASCOMCER Hospital, and the
radiation procedure had its dosimetry calculated according to the rules of the
International Atomic Energy Agency.

The females from control group were not exposed to any treatment during

the whole pregnancy.

Postnatal development assessment

Irradiated [T1] and control [C1] females were housed in individual cages

two days before the probable delivery day, receiving food and water ad libitum.

The cages were observed daily for the checking of behaviors of nest
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construction, nipples licking and clinical signs of toxicity, such as: piloerection, hyper
or hypo activity inside the cage, stereotyped movements as muzzle scratching, paw
licking and biting, diarrhea, polyuria, oliguria, chromodacryorrhea, bleeding (Hood e
Miller, 2006; Khera, 1984; Khera, 1987) and also for delivery date registration.

After delivery, daily until 21 day — corresponding to neonatal and infancy
period (Beck, 2006) — in the morning, pups were observed, counted, the cannibalized
or dead animals were identified.

It was calculated the early cannibalism ratio (number of pups cannibalized
until 4" postnatal day / number of live pups X 100); late cannibalism (number of pups
cannibalized after 4" postnatal day / number of live pups X 100) and the survival

18'[

index at separation’s day (number of live pups on 21° postnatal day / number of live

pups X 100).

Prenatal development assessment

Irradiated [T2] and control [C2] females were weighed on D-1, D-15 and D-
19, on the latter, it was recorded the total body weight and the corrected weight (body
weight — weight of uterus and its contents, uterine horns and ovaries).

Mice were killed through cervical dislocation on D-19 (this procedure was
accomplished by experienced technicians). It was not possible to sedate the female
before the procedure due to the necessity of assessment of pups motor activity at
birth, which could be affected by maternal sedation (National Academy of Sciences,
2003).

After laparotomy, the ovaries were removed, weighed and the corpora

lutea were counted under stereomicroscope.
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The uterine horns were longitudinally sectioned, and the number of live and

dead fetuses, of implantations and resorptions was recorded.

The presence of external malformations was verified and motor activity
was classified (hyper or hypo activity).

The fetal activity classification method for assessment of fetal vitality and
motor activity was carried out by two different observers at the same time, and one of
them did not know from what experimental group the female belonged.

The spontaneous motor activity was passively observed during 30 seconds
after amniotic cavity opening, and if there was not spontaneous activity, the fetuses
were stimulated by a gentle touch with a tweeze. Animals were classified as:

Degree | — Presence of spontaneous movements in 30 seconds after
amniotic cavity opening.

Degree Il — Presence of motor activity similar to degree | after tactile
stimulus.

Degree Il — Presence of less intense and amplitude motor activity when
compared to degree |, obtained after tactile stimulus.

Degree IV — Hyper reflexes to spontaneous movements or after tactile
stimulus.

Fetuses and placenta were weighed per litter. Fetuses with malformations
or with alterations in motor activity were weighed separately, so were their respective

placentae.

Statistical analysis

The continuous data and the homocedastic samples were analyzed using
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Student t test. The ratios were analyzed using Chi-square and Fisher's exact test.
Data with a non normal distribution were processed by Kruskall- Wallis and Mann-

Whittney tests (a = 0.05)

Results

Postnatal development assessment

Female from both groups presented similar pre-delivery behaviors, such
as nest construction and nipple preparation,

There were no signs of early or late toxicity related to the radiation.

Newborns from irradiated mothers (T1) were visible smaller and less
active than those from control group. These animals were not weighed nor assessed
through manipulation in order not to interfere with behavior observation.

In 15 litters from group T1, there were 13 cases of cannibalism,
corresponding to 86.67% (Fig. 1). Considering the immediate cannibalism cases until
4™ postnatal day, 11 pups were cannibalized from a total number of 72 born alive
(15.28%). Lately, 11 from 61 survivors were cannibalized by mothers (18.03%). Two
pups, on 14" and 16" postnatal days, were cannibalized. As Swiss mice are
separated from their mothers on 20" postnatal day, this was a very anomalous
maternal behavior, with the elimination of young pups.

The survival rate at the moment of separation, on 21% postnatal day was
of 44.21%, from which, in three cases there was 0 survivals in group T1 (20%). The
three female that cannibalized the whole litter were killed and underwent necropsy,
soon after the death of all pups. It was observed a numerical discrepancy between
placental and the number of observed newborns (21 implantations for 10 newborns).

In group C1 it was not observed the occurrence of cannibalism.
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The survivors pups from irradiated group (T1) showed abnormal behavior
in adulthood. After 60 days postnatal, it was observed hyperactivity movements, or
with circular repetitive patterns and excessive aggressive behavior, even among
females.

In control group (n = 5) all mice survived and presented behaviors typical of its

species.

Prenatal development assessment

Maternal variables

There were no clinical signs for maternal toxicity during ionizing radiation
exposition. Changes in maternal body weight during pregnancy did not show
significant differences and there was also no variation in final weight gain between

control group and the one exposed to ionizing radiation, as is depicted in figure 1.

There were no significant alterations between control and irradiated
groups regarding variables related with maternal reproductive performance: weight of
ovaries, mean number of corpora lutea, of implantations, of live and dead fetuses,

and of resorptions (table 1)

Fetal variables

No external malformations were detected in fetuses from control or
irradiated mice.

The ratio of hypoactive pups was significantly increased in irradiated group
(28.1%), while only 2% of animals from control group showed any disturbance on
motor activity.

Fetal body weight of irradiated group (1077.1 mg + 152.6) was significantly



86

smaller than control group (1241.2 mg + 64.2) as is shown in figure 2.

There were no differences in newborns body weight from irradiated
mothers regarding the degrees of motor activity
Placenta weights from irradiated (111.4mg + 14.8 n = 16) and control

(115.3mg + 18.5 n = 15).groups did not present significant differences.

Discussion

Anomalous parental behavior, such as cannibalism can occur in conditions
of super population, food deprivation and competitive elimination (Claessen, Roos e
Persson, 2003; Getto, Diekmann e Roos, 2005; Ferrari et al., 1996), what was not
the case of the present work, since the animals were kept under controlled
environmental conditions

When submitted to stress, intoxication, or when mothers have endocrinal
alterations, they can present abnormal behaviors (Bridges et al., 1990; D’amato,
Rizzi e Moles, 2006; Febo, Numan e Ferris, 2005; Khera, 1984; Khera, 1985; Khera,
1987; Lonstein e Vries, 2000; Lonstein e Gammie, 2002; Guidelines, 2003; Pinto et
al., 2007). In the present work there were no signs of stress or maternal intoxication
(Hood e Miller, 2006) in irradiated mothers, suggesting that irradiation was not an
important ansiogenic stimulus, nor caused any important toxic effect. It is common to
have a slight weight decrease after irradiation (Cockerham, 2001) and irradiated
mothers showed a slight decrease in body weight, although it was not significant.

Hormones participate in the genesis and maintenance of maternal

behavior observed during prenatal and weaning periods (Lonstein e Vries, 2000;
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Lonstein e Gammie, 2002). lonizing radiation causes diverse lesions, particularly in
cells during mitotic division and can cause a decrease in ovarian and hypophysis’s
hormone production (Cockerham, 2001; Santis et al., 2005). In the present
experiment, it seems that there were no reduction in hormonal levels, since the
number of corpora lutea and ovaries’ weight were not different between the groups.
The weight of a hormone secretor organ is an indirect measure of its functional
capacity, being frequently used for this proposal (Calamandrei et al., 2006).

The similar number of corpora lutea indicates that the number of
ovulations was similar; therefore, the hormonal production was also similar between
groups. On the other hand, the similar number of implantations and of live fetuses,
and the weight of placenta is also an indicative that hormonal conditions, necessary
for keeping pregnancy was similar between groups.

Pups induce maternal behavior through tactile, smelling and sound
stimulus (Lonstein e Vries, 2000; Lonstein e Gammie, 2002). The presence of
malformed, hypothermic, hypoactive or pups with vocalization problems can induce
abnormal maternal behaviors such as no gathering the pups, absence of weaning
posture and cannibalism (Christian, 2001). During the experiment of postnatal
observation, the pups were manipulated by the same person and only the cages
were clean, in order not to induce any behavioral or smelling change in pups that
could induce mothers’ cannibalism (National Academy of Sciences, 2003).

In the group of pups irradiated intra-uterus it was observed abnormal
behaviors in adulthood for the species, such as, motor changes, aggressiveness, and
low body weight, possibly due to neuronal cellular reduction after ionizing radiation,
what is reflected in adult animals’ behavior and can be compared to humans

neurological diseases (Altman, 1987; Hall, 2004; Minamisawa et al.,1992).
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As malformed pups were not observed, it was not possible to link
malformations to maternal cannibalization. But it is suspected to have happen, since
mothers that cannibalized the whole litter, had more placental stream beds than pups
counted at birth.

Exposition to ionizing radiation during pregnancy is related to the birth of
low weight fetuses, and even in humans, this effect seems to be due to vascular and
structural lesions (Santis et al., 2005). In the present work, pups from irradiated
mothers showed a decreased postnatal weight gain, what is in accordance with
previous works (Gao et al., 2002; Minamisawa et al., 1992).

Although it was not measured, it was observed that low active pups were
preferentially cannibalized by mothers, indeed, there were 28.1% hypoactive fetuses

in irradiated mothers while only 2% of fetuses from control mothers were hypoactive.

Conclusion

The cannibalistic behavior of Swiss mice exposed to ionizing radiation
during pregnancy was probably due to changes in fetal motor activity.
The findings of this work generate a doubt regarding the use of survivors of irradiated
animals for memory and learning assessment in labyrinth and Morris water maze,
since it could constitute a homogenized sample pre selected by maternal
cannibalism. In other hand, the results of these tests could be altered not only by

memory and learning disturbances, but also due to motor problems in animals.
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Figure 1. Maternal body weight in animals from control (C1) and irradiated (T1)

groups. * Corrected body weight. Bars represent standard deviation.
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Table 1. Maternal variables of T2 and C2 mice irradiated on D-15

95

Variables Groups

Treated 2 Control 2

Ovaries’ weight (mg) 20.91 £ 3.43 (16) 22.26 +2.73 (15)

Mean number of corpora

lutea 9.8 +2.7 (16) 10.1 +2.0 (15)

Mean number of

implantations 9.7 £2.6 (16) 9.6 £2.4(15)
Mean number of live fetuses 6.4 +2.5(16) 6.7 +£2.7(15)
Mean number of resorptions 3.4+£25(16) 28 +1.5(15)

Mean number of dead

fetuses 1.3+£0.6 (16) 1.3+£0.6 (15)

Results are expressed as mean * standard deviation (number of mice). p>0.05.
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Table 2. Fetal body weight in accordance with the degrees of motor activity of

irradiated group.

Degrees of motor activity Body weight (mg) *
Degree | 1056.9 + 1454 (12)
Degree 1087,2 £ 165.9 (14)
Degree ll 1061.1 £187.1 (15)

Results are expressed as mean * standard deviation (number of females). *p>0.05.
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