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Resumo-

Sais de litio (Li") s3o freqiientemente usados na psiquiatria no tratamento da mania e na
prevengdo das crises recorrentes do transtorno bipolar. Recentes dados indicam que a
descontinuidade do tratamento com Li~ resulta em alta taxa de relapso do transtorno bipolar
durante a gravidez e periodo puerperal, portanto algumas pacientes sdo orientadas a ndo
abandonar o tratamento. Neste trabalho investigamos o impacto da exposi¢do perinatal ao
cloreto de litio (LiCl), em doses equivalentes as profilaticas utilizadas na clinica, sobre a
susceptibilidade a depressdo comportamental e ansiedade nos descendentes de ratos em
idade adulta.

Ratas Wistar foram tratadas com solu¢do de LiCL 10 mM ou NaCl, na mesma
concentragdo, como unica fonte de agua de bebida durante toda a gravidez. Apos o
nascimento foi aplicada a adocdo cruzada da metade das ninhadas. formando-se os
seguintes grupos experimentais (N= 10 ninhadas/grupo): a) Sal - NaCl durante a gravidez e
lactagdo; b) LiPds - Li" somente durante a lactagdo; c) LiPré - Li~ somente durante a
gravidez; d) Li - Li" durante a gravidez e lactagdo. Somente as fémeas em idade adulta,
sendo sempre um animal de cada ninhada por grupo, foram submetidas aos testes do campo
aberto, labirinto em cruz elevado e desamparo aprendido.

Os testes do campo aberto e labirinto em cruz elevado ndo encontraram diferencas

significativas na atividade exploratoria € comportamento emocional entre os grupos. O
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Resumor

tratamento perinatal com Li° também ndo alterou a laténcia de escape nos animais
desamparados.
Os resultados encontrados sugerem que o tratamento perinatal com Li+ ndo alterou a

intensidade de depressdo comportamental ou ansiedade, induzida na idade adulta.
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Introducdo

1.1. Litio e transtorno afetivo- bipolav

O Litio (Li") ¢ a droga mais eficaz para o tratamento dos episodios de mama e,
quando usado cronicamente, € indicado na prevengdo de crises de depressdo ou mania, em
pacientes com transtorno afetivo bipolar (JANICAK & WATANABE, 1998).

O transtorno afetivo bipolar afeta cerca de 1% da populacdo (ROBINS, et al., 1984).
Caracteniza-se por dois ou mais episodios de alteracdo do humor consistindo, em algumas
ocasides, de uma elevagdo patologica do humor com aumento da energia e da atividade
(mania ou hipomania) e em outras, de um rebaixamento patologico do humor com redugdo
da energia e da atividade (depressdo).

Também conhecido anteriormente como psicose maniaco-depressiva, este
transtorno representa um sério problema de satde publica, uma vez que seus sintomas
chegam a causar sofrimento clinicamente significativo, além de prejuizo no funcionamento
social ou ocupacional ou em outras areas importantes da vida do individuo. O suicidio
“completado™ representa risco significativo, principalmente quando associado a episodios
depressivos. Cerca de 25 a 50% dos pacientes com transtorno bipolar tentam o suicidio,
pelo menos uma vez. As mulheres fazem tentativas de suicidio com uma freqiéncia duas a
trés vezes maior que os homens.

O Li'demonstra, em seu uso cronico, um alto potencial redutor sobre o risco de
suicidio (BALDESSARINI, TONDO, HENNEN, 1999; BALDESSARINI et al., 2002;
NIERENBERG, GRAY, GRANDIN, 2001, GOMEZ, 2001). Provavelmente, essa ac¢do

“anti-suicidio” esta relacionada a sua propriedade serotoninérgica de antiagressividade,
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e pode ser independente de sua eficacia em evitar a ocorréncia de novos episédios da
doenga. Como a descontinuidade ao tratamento, principalmente abruptamente, causa
morbidade precoce ¢ comportamento suicida (SUPPES et al., 1991; FAEDDA et al..
1993), deve-se indicar por longo prazo, ou at¢ mesmo indefinidamente, o tratamento destes
pacientes com sais de Li~, muitas vezes garantindo uma vida produtiva com relativamente
poucos efeitos colaterais (ANANTH, DJENDEREDJIAN, KAUR, 1990).

No entanto. pequenos incrementos nos niveis séricos desta droga para além da faixa
terapeutica podem desencadear efeitos toxicos ascendentes, ou seja, de leves a graves. Por
esta razao, as concentragdes plasmaticas consideradas terapéuticas devem permanecer entre
0,4 a 1,2 mEg/L, sendo que niveis mais altos (1,2 mEg/L) sio recomendados na fase
maniaca aguda. Doses de manuten¢do e profilaticas devem ser mantidas entre 0.4 a 0.8
mEq/L, devendo ser ajustadas individualmente de modo a garantir eficacia com menor
risco de efeitos colaterais (CALIL,1997)

Embora os sais de Li~ continuam sendo o tratamento de escolha para o transtorno
bipolar, nem todos os pacientes respondem bem ao tratamento e alguns ndo toleram seus
efeitos colaterais. Outros agentes terapéuticos tém tomado importante posi¢do como
alternativa ou complemento ao tratamento. Entre eles, os anticonvulsivantes (tais como a
carbamazepina, o valproato e divalproato de sodio, lamotrigina e gabapentina) e os
antipsicoticos (haloperidol, risperidona e olanzapina). Quaisquer desses agentes descritos
podem ser associados ao Li", fregiientemente permitindo doses menores e mais bem

toleradas. Existe também base cientifica de que a terapia combinada aumente as
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possibilidades de tratamento para os pacientes refratarios 4 monoterapia com Li" (BEERS

& BERKOW, 2000; STAHL, 2000).

1.2. Trangtorno- afetivo bipolawr e estresse pré-natal e no

puevperio

A gravidez e o parto sdo eventos estressantes que podem por si s6 contribuir para o
surgimento ou recorréncia de desordens afetivas. Sdo periodos de grandes transformagdes
na mulher, ndao somente fisiologicas, mas também em seu psiquismo e em seu papel socio-
familiar. Quando acompanhados por outros eventos adversos, o risco € maior. Fatores
socials - como relacionamento conjugal pobre, situacdo econdmica precaria e falta de
suporte familiar - aumentam o risco (KENDELL, CHALMERS, PLATZ, 1987; DA-SILVA
et al, 1998). Do mesmo modo, mulheres com transtornos psiquiatricos provavelmente
experimentam estresse psicologico adicional, devido & preocupagdo sobre recorréncia,
especialmente se a medicagdo for descontinuada para proteger o feto dos possiveis efeitos
toxicos associados com a exposigdo a medicagdo. Dados recentes sugerem risco de
recorréncia em cerca de 50% das pacientes bipolares gravidas, apos seis meses de retirada
do Li" (VIGUERA & COHEN, 1998; VIGUERA et al, 2000).

Particularmente, o periodo puerperal ¢ reconhecido como um momento critico € de
alto risco emocional; por isso, as chances da mulher adoecer emocionalmente nessa fase

de sua vida sdo maiores do que em outras €pocas. Mulheres com transtorno bipolar tém
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maior risco de admissdo psiquiatrica no puerpério do que aquelas com histéria de
esquizofrenia ou depressdo. Estimativas do risco de recorréncia durante o pos-parto nas
pacientes bipolares variam de 20 a 70% (KENDELL et al, 1987; DEAN, WILLIAMS,
BROCKINGTON, 1989; BROCKINGTON, OATES, ROSE, 1990; GOODNICK et al.,
2000; VIGUERA et al, 2000). Os transtornos psiquicos em fase puerperal sio responsaveis
pela reduc@o na qualidade do relacionamento mae-filho e pela facilitagdo de situagdes de
negligéncia, abuso e maus-tratos em criangas.

Os episodios maniacos e depressivos durante a gravidez e periodo puerperal podem
trazer profundas marcas no comportamento e desenvolvimento dos seus descendentes,
fazendo crescer o nimero de pessoas com prejuizos evidentes do estado cognitivo-afetivo,
dificuldades de relacionamento interpessoal e até mesmo condutas anti-sociais ou atos de
delinqiéncia (COGILL et al., 1986; COHN & TRONICK, 1989; ZUCKERMAN et al,
1990). Desta forma, o Li" pode ser indicado na profilaxia para pacientes bipolares na
gravidez € no puerpério. por ser bastante efetivo na prevengiao de episddios recorrentes e
reducdo da morbidade materna.

Entretanto, certas drogas quando administradas as mdes durante o periodo
gestacional e pos-natal podem influenciar a formac3o comportamental dos seus
descendentes. Pouco ¢ conhecido sobre a possibilidade do Li’ causar anormalidades
comportamentais a longo prazo em criangas de mdes que se beneficiaram desta terapia
durante a gravidez e puerpério; € este assunto requer mais estudos para elucidar se os riscos
ao feto, decorrentes da administragdo de Li" , sobrepor-se-iam ao risco da doenga nio

tratada.
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1.3. Efeitoy toxicosy do-Litio* duwrante a grovidey e lactacdo

Desde que o transtorno afetivo bipolar ocorre predominantemente em mulheres
em seus anos reprodutivos € agrava-se com a idade (LLEWELLYN, STOWE, STRADER,
1998; IQBAL et al.. 2001), a decisdo de prescrever sais de Li” a estas pacientes deve levar
em considera¢do a possibilidade de ocorréncia de gravidez durante a vigéncia do
tratamento.

Li" cruza a placenta estando presente no feto em concentragio equivalente aquela
encontrada no sangue materno (WEINSTEIN & GOLDFIELD, 1969; SCHOU &
AMBDISEN, 1975; THORNBURG, BINDER, FABER, 1979) e passa da circulagao materna
para o leite em cerca de 10 a 50% das concentracdes séricas (WEINSTEIN &
GOLDFIELD, 1969; SCHOU & AMDISEN, 1973; 1975); portanto, existe a possibilidade
desta droga afetar adversamente o feto ou lactente. Uma alternativa para evitar os efeitos
negativos sobre a gestacdo seria suspender sua administragdo assim que a paciente
confirmasse a gravidez. Entretanto, a interrupgdo principalmente quando abruptamente,
pode expor a paciente a futuros episodios maniaco-depressivos, cujas consequéncias
negativas poderiam exceder os riscos envolvidos para os descendentes. Portanto, pacientes
gravidas muitas vezes sdo orientadas a continuar o tratamento.

As alteragdes fisiologicas da gravidez interferem nos niveis séricos de Li*, que ndo
sendo frequentemente monitorados, podem expor a gestante ao risco de intoxicagdo ou

ineficacia do tratamento. Por exemplo, o c/earance renal do Li” aumenta durante a
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gravidez, quando podem ser necessarias doses mais altas no final da gestagio. Estes niveis
se revertem 1mediatamente apos o parto podendo atingir niveis toxicos (LINDEN & RICH,
1983). Dietas hipossodicas e uso de natriuréticos pela paciente também podem contribuir
para a intoxicagdo materna € neonatal, pois diminuem o clearance renal. O uso de Li" na
gestagdo fo1 associado ao bocio neonatal, hipotonia, letargia e cianose, efeitos estes
reversiveis apos a suspensdo do Li". Do mesmo modo, criangas amamentadas por maes
recebendo sais de Li" podem ndo apresentar efeito aparente ou exibir os mesmos sinais
toxicos descritos em recém-nascidos.

Embora SCHOU & WEINSTEIN (1980) relataram que a medica¢do n3o venha ser
contra-indicacdo ao aleitamento materno (alegando que a crianga ja foi exposta a
concentragdes maiores de Li° na vida uterina, além dos beneficios imunologicos,
nutricionais € emocionais que o leite materno proporciona), a maioria dos autores
recomenda que maes recebendo Li" ndo devam amamentar (ROBINSON & STEWART,
1986; BEERS & BERKOW, 2000, ERNST & GOLDBERG, 2002).

Os sinais da intoxicagio pré-natal e pos-natal aos sais de Li" sdo reversiveis com a
suspensio da droga. No entanto, existe a possibilidade do Li* causar alteragdes
morfologicas ou estar implicado em permanentes dificuldades comportamentais e

cognitivas em seus descendentes em idade adulta.
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1.4. Liio* eteratogénese estrutural

Certas drogas podem causar danos estruturais ao embrido quando administradas as
maes em doses terapéuticas; a capacidade do recém nascido de metabolizar ou excretar uma
droga € menor que no organismo adulto, levando a persisténcia de niveis
farmacologicamente significativos durante largos periodos apos o parto (KRUGER,
BRAUNIG, YOUNG, 1996).

A maioria das drogas suspeitas de serem teratogénicas no homem sdo teratogenos
menores, 1sto €, aumentam a freqii€ncia de anormalidades congénitas em duas a trés vezes
(LEWIS, 1985, ALTSHULER, 1997). Entretanto, a teratogeneicidade de uma droga no
homem ¢ dificil de ser estabelecida com seguranga. Muito se sabe de teratogenos em
animais; porém, ha uma margem de diferenga quanto a susceptibilidade a estas drogas entre
as espécies e em diferentes linhagens da mesma especie. Diferengas enzimaticas
determinadas geneticamente, marcando diferengas nas rotas de biotransformagdo de uma
mesma droga, parecem ser os maiores determinantes da teratogeneicidade para um
individuo, porém ndo para outro. Os animais também apresentam diferencas na
permeabilidade placentania, diferindo quanto a velocidade e alcance de drogas no feto. Nos
animais € no homem a etapa da gravidez em que ocorre a exposi¢do também determina o
modelo de deformagdo produzido (LEWIS, 1985).

A possibilidade da terapia com Li* causar malformagdes congénitas no homem tem
sido investigada desde a década de setenta, a partir de estudos de registros médicos de

criangas cujas mies receberam Li" durante pelo menos o primeiro trimestre de gestagdo
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(International Register of Lithium Babies). Estes estudos revelaram um risco substancial de
malformagdes cardiovasculares, particularmente anomalia de Ebstein (SCHOU et al.. 1973:
NORA, NORA, TOEWS, 1974; WEINSTEIN, 1976). Porém, apresentaram falhas quanto a
coleta de dados, ndo levando em consideragdo fatores genéticos, possivel intera¢io com
outras drogas, a idade da paciente, ou complicagdes ocorridas durante a gravidez que
poderiam estar relacionadas as malformagdes encontradas, superestimando assim os
resultados. Estudos epidemiolégicos mais recentes indicam que o risco teratogénico do
Li" durante o primeiro trimestre de gravidez é mais baixo do que previamente sugerido
(KALLEN & TANDBERG, 1983; KALLEN, 1988; SIPEK, 1989; EDMONDS &
OAKLEY, 1990; ZALSTEIN et al., 1990; JACOBSON et al., 1992).

Varios estudos experimentais foram realizados ainda para investigar o potencial
teratogénico do Li" (WEINSTEIN & GOLDFIELD, 1975; JOHNSON, 1991: WEINER,
1991). Nestas condigdes, a toxicidade do Li* como morte embrionaria ou anormalidades
fetais foram demonstradas. No entanto, nenhum destes estudos sugeriu que o Li" tenha
provavelmente um alto potencial teratogénico em humanos em doses terapéuticas, uma vez
que os efeitos adversos encontrados ocorreram somente com doses de Li" bem acima das
usadas clinicamente. Mesmo em altas doses, em nenhum momento foram observadas
anormalidades cardiovasculares, caracteristicas da possivel exposi¢do pré-natal do Li" em
humanos.

Considerando que estudos epidemiologicos mais recentes (KALLEN &
TANDBERG, 1983; KALLEN, 1988; SIPEK, 1989; EDMONDS & OAKLEY, 1990;

ZALSTEIN et al., 1990; JACOBSON et al., 1992) indicam que a maioria das mulheres
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gravidas tratadas com Li~ tem criancas normais e que altas taxas de recidiva do transtorno
afetivo bipolar durante a gravidez e periodo puerperal estio relacionadas a descontinuidade
do tratamento, muitas vezes estas pacientes sdo aconselhadas a continuar o tratamento
durante o periodo gestacional. Porém, a decisdo de prescrever sais de Li” nestas situacoes
ainda representa um grande desafio para a area médica e apontam para a necessidade de

continuar os estudos que visam elucidar seus efeitos sobre o neurodesenvolvimento.

1.5. Ldio e teratogénese comporvtomental

Certas drogas quando administradas durante o periodo gestacional podem
influenciar o comportamento das geragdes descendentes, independente da produgdo de
alteragdes morfologicas (VORHEES, BRUNNER, BUTCHER, 1979). Existe a
possibilidade de que o Li" poderia estar incluido neste grupo.

A teratogénese comportamental ¢ um tema dificil de se investigar; variagdes no
tempo de exposicdo a droga durante a gravidez, dose utilizada, via de administragio e tipos
de testes comportamentais empregados, contribuem para dificultar a interpretagio dos
resultados (LEWIS, 1985).

A base bioquimica da teratogénese comportamental € bastante direta; interferéncia
com a sintese e liberagdo dos neurotransmissores e sobre a organizagdo das conexdes
interneuronais dentro do SNC (LEWIS, 1985). No homem, o desenvolvimento do cérebro

compreende toda a gravidez e o comego da vida neonatal (DOBBING & SANDS, 1979;
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RODIER. 1980: LEWIS, 1985); portanto, sua vulnerabilidade a estas drogas deve estar
estendida do mesmo modo.

Alguns estudos tém fornecido evidéncias de que o Li" possa ser um teratogeno
comportamental, mesmo nas doses consideradas terapéuticas. SECHZER et al. (1986)
demonstraram que a exposi¢do de ratas ao Li~ antes, durante a gestacao e durante a
lactagdo, reduziu o peso ao nascer e alterou a percep¢do dos descendentes. A
neurotoxicidade ligada ao desenvolvimento dos sais de Li" foi também determinada em
camundongos amamentados por maes que ingeriram LiCl (1 mEq) durante a gravidez e
lactacdo, e a toxicidade observada mostrou ser dependente do tempo de exposi¢do ao Li” e
com a variavel sexo (sendo particularmente evidentes nas fémeas em desenvolvimento).

GLOCKNER, SCHWARZ, JAHNE (1993) observaram um aumento da
sensibilidade ao estresse de descendentes de ratas fémeas de linhagens resistentes ao
estresse (Uje:WIST), tratadas com Li” no periodo pré-natal, na concentragdo de 20 mM na
agua de beber (resultando em niveis séricos equivalentes a Immol Li/L). Este efeito
somente ocorreu quando estes animais eram expostos a €xposi¢do intensa ao estresse
(estresse de confinamento durante as duas ultimas semanas de gestagdo), ndo ocorrendo no
grupo ndo estressado. Mudancas Similares induzidas pelo estresse (aumento do tempo
gestacional e diminuigdo da massa corporea dos recém-nascidos) somente foram
observadas no grupo nao tratado se a exposi¢do ao estresse de confinamento fosse
extendida por mais quatro semanas antes do cruzamento (GLOCKNER & KARGE, 1991).

Em nosso laboratorio (TEIXEIRA, LOPES, SECOLI, 1995a) observamos que o

tratamento cronico das ratas com Li” (10 mM, na agua de beber) no periodo pré e pds-natal
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reduziu a data de abertura do olho e o ganho de peso na prole, quando comparado com a
prole estressada por restricgdo de 4gua. O primeiro efeito ndo dependeu do tempo de
tratamento; o segundo apareceu somente como resultado do tratamento pos-natal (isto ¢,
nos grupos Li e LiPés), mostrando haver interacdo Li'- estresse agravando o atraso no
desenvolvimento produzido pelo estresse. Em outro estudo (GUILHERME, VARRIANO,
TEIXEIRA, 2001) observamos um déficit de aprendizagem em tarefa de esquiva passiva e
_prejuizo na evolugdo ponderal, para os descendentes de mae tratadas com Li~ durante a
gravidez e lactagdo.

Neste experimento também optamos por fornecer Li na concentragio de 10 mM, na
agua de beber. durante o periodo pré-natal e pos-natal, para reduzir a variagdo do nivel
sérico de Li" e, até certo ponto, do nivel de estresse para os animais. TEIXEIRA et al.
(1995a), através da dosagem de Li~ nas mies, verificaram que este procedimento foi
capaz de fornecer niveis séricos em torno de 0,5 mEg/L, portanto dentro da faixa profilatica
usada na clinica (0.4 a 0,8 mEg/L). A escolha desta dose € importante, visto que a
probabilidade da mulher engravidar durante a terapia cronica ¢ maior do que durante o
tratamento agudo. Investigamos se o Li*, quando administrado no periodo pré e pos-natal,
provocou comportamentos anormais nas geragoes descendentes em idade adulta que

indicanam maior susceptibilidade a depressdo comportamental e ansiedade.
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Objetivo

Este trabalho investigou o impacto da exposi¢do perinatal ao cloreto de litio
(LiCl), em dose equivalente a profilatica utilizada na clinica, sobre a reatividade
emocional e a susceptibilidade a depressdo comportamental e ansiedade, nos descendentes
em idade adulta.

Utilizamos os modelos do campo aberto, labirinto em cruz elevado e desamparo

aprendido.
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O procedimento experimental esta de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimenta¢do Animal
(COBEA), tendo recebido aprovagdo pela Comissio de Etica na Experimenta¢do Animal

do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas (CEEA-IB-UNICAMP).

3.1. Animady

Foram utilizadas ratas nuliparas da linhagem Wistar (Rattus novergicus) em idade
adulta (cerca de 3 meses), pesando aproximadamente 200 gramas, fornecidas pelo Biotério
Central da UNICAMP.

As fémeas foram isoladas em gaiolas individuais no Biotério do Laboratério de
Psicofarmacologia do Departamento de Farmacologia. Foram mantidos ciclos de 12 h/
claro e 12 h/escuro e os animais tiveram acesso a ragdo e agua ad /ibitum, sob temperatura
ambiente de 26 + 2°C. Apos trés dias de adaptacdo, as fémeas foram cruzadas com adultos
machos de mesma espécie e idade, na proporgdo de 1:1, durante trés dias. Apds este
periodo. as fémeas foram separadas dos machos e randomicamente divididas em dois
primeiros grupos; o primeiro foi tratado com solugdo de LiCl 10 mM (grupo Li) , como
unica fonte de agua de bebida, durante toda a prenhez e lactagdo (proporcionando niveis de
Li" equivalentes aqueles usados profilaticamente na clinica); o segundo recebeu nas

mesmas condigdes solugdo de NaCl 10mM, servindo como controle (grupo Sal).
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Apos o nascimento, a prole foi contada e examinada com relagdo as malformacdes
externas. As ninhadas foram reduzidas a oito filhotes, sempre quatro machos e quatro
fémeas, a fim de providenciar uma composi¢do padrdo para todas as ninhadas. Também no
primeiro dia de vida pos-natal, procedeu-se a adogdo-cruzada em metade das ninhadas dos
dois primeiros grupos Iniciais; ou seja, metade das ninhadas do grupo Sal foi adotada por
maes do grupo Li, ¢ vice-versa. Assim, em nenhum momento trocamos as solugdes das
maes. Apos a adogdo cruzada, seguiu-se o tratamento até o desmame (22 dias apés o
nascimento). Formaram-se os seguintes grupos experimentais (figura 1): a) 10 ninhadas
tratadas com NaCl 10 mM durante a gestacdo e lactagdo, e que serviram como controle do
tratamento (grupo Saf); b) 10 ninhadas tratadas com NaCl 10 mM durante a gestagdo e que
receberam Li" durante a lactacdo (grupo LiPés); c) 10 ninhadas tratadas com Li" durante a
gestacdo e que receberam NaCl 10 mM durante a lactagdo (grupo LiPré):; d) 10 ninhadas
tratadas com Li" durante a geStac;ﬁo e lactagdo (grupo Li).

Para um controle da possivel interferéncia do estresse imposto pela forma de
administragdo das solucdes (solug@o salina, na concentracdo de 10mM, como tnica fonte de
liquido) sobre o desenvolvimento neurocomportamental e cognitivo dos descendentes em
idade adulta, acrescentamos um grupo de animais nascidos de fémeas que receberam dgua
ad libitum durante a gravidez e lactagdo (grupo controle branco — C-B). Este grupo foi
fornecido diretamente pelo Biotério Central da UNICAMP, e foi comparado ao grupo Sal.

As avaliagdes dos descendentes em idade adulta (77-85 dias), quanto as
caracteristicas exploratorias e susceptibilidade a depressio comportamental e ansiedade,

foram realizadas com todos os grupos de animais. Foram utilizados os testes de campo
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aberto, labirinto em cruz elevado e desamparo aprendido. Os animais foram isolados em
gaiolas de polipropileno por trés dias antes de serem testados. Os testes foram realizados no
periodo da tarde. A fim de prevenir os efeitos da ninhada (ABBEY & HOWARD, 1973),
fo1 sorteado apenas um filhote fémea por ninhada, para os testes de campo aberto e labirinto
em cruz elevado. Para o teste de indugio do desamparo aprendido, duas fémeas de cada
ninhada na idade adulta foram sorteadas.

Somente as fémeas foram reservadas para os testes em estudo, uma vez que: @) o
estresse pré-natal aumenta a susceptibilidade de ratas fémeas a depressio comportamental
(ALONSO, NAVARRO, RODRIGUES, 1994); 5) ansiedade e depressdo sio mais comuns
em mulheres do que homens (MARI & JORGE, 1997); ¢) os efeitos do Li'sobre o
desenvolvimento sdo mais pronunciados em ratas fémeas (MESSIHA, 1993). Uma vez que
o ciclo estral nao modifica a depressdo comportamental (ALONSO et al, 1991), a sua
determinacdo foi omitida para evitar manipulagdes experimentais que pudessem afetar o
comportamento dos animais.

Para verificarmos se a forma de administragio (solugdo salina 10 mM) é estressante
aos animais, além dos testes comportamentais aplicados aos grupos tratados (campo aberto,
labirinto-em-cruz elevado e desamparo aprendido) acrescentamos mais dois testes onde
analisamos possiveis alteragbes da solugdo salina sobre a aprendizagem e memoéria
(esquiva passiva e esquiva ativa sinalizada). Este procedimento permitiu verificar se as
alteragbes observadas sao similares aquelas apresentadas em roedores nascidos de mies
submetidas a varias formas de estresse, permitindo-nos concluir se a solugdo salina dada

cronicamente a mie seria estressante a mie e seus descendentes.
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Figura I: Organograma dos Grupos Experimentais:
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3.2. Avaliagdes comportoumentiis noy ratoy e idade adulto

3.2.1. exploragio- e emocionalidade - Teste do- couipo- aberto-

O teste do campo aberto (open-field test) consiste no modelo animal mais simples
para teste de ansiedade e medo, e caracteriza-se por expor ratos ou camundongos em um
novo ambiente (arena), onde sdo analisadas medidas de exploragio (locomogio, sniffing,
levantamento) e indicadores de medo (freezing, defecagio, grooming, urinagio). Neste
ambiente confrontam-se dois padrdes de respostas ambiguas que caracterizam a atividade
exploratoria: impulsividade - necessidade de familiarizar-se com o territério estranho, e

ansiedade - desejo de escapar do desconhecido e imprevisivel.

Equipamento:

O teste de campo aberto foi efetuado conforme descrito por MEISEL,
DOHANICH, WARD (1979). O aparelho de campo aberto consiste de um circulo de
madeira de 85 cm de didmetro, totalmente cercado de um parapeito também de madeira,
com altura de 32 cm. O aparelho todo ¢ pintado na cor bege. Ha no fundo desta arena,
desenhado em linhas negras, 3 circulos concéntricos interceptados por 9 seguimentos de

retas radiais, ficando portanto o chdo do aparelho subdividido em 19 regides de areas
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1guais. Circundando este sistema, ha uma estrutura metalica a uma altura de 110 ¢m do
piso de aparelho. Este sistema suporta duas limpadas de 110 watts cada e um cortinado de
tule circular, de forma que o observador ndo possa ser visto pelo animal, no interior do
campo aberto. Ao lado do aparelho é colocado um circulador de ar com o intuito de
produzir um ruido de fundo constante (abafador de ruidos externos  sala de teste), manter
a temperatura da sala onde esta o aparelho e distribuir homogeneamente qualquer odor

exalado no local.

Procedimento Experimental:

O teste de campo aberto consistiu na exposi¢do individual do animal & arena por 3
minutos e 1niciou-se com a colocagdo do sujeito experimental no centro da arena. com as
luzes acesas e o circulador de ar ligado. O cortinado de tule foi entdo fechado e registraram-
se o numero de espagos invadidos com as quatro patas (ambulagdo) e a movimentagido
vertical (levantamento), avaliada pelo nimero de vezes que o animal apoiou-se apenas nas
patas traseiras. Registraram-se também o tempo que o animal demora a deixar o centro da
arena (tempo de centro) e o nimero de bolos fecais emitidos até o final da sessdo.

No intervalo entre o teste de cada animal, a arena foi completamente limpa com
gaze e alcool a 70° GL, a fim de evitar que qualquer pista odorifera pudesse interferir no

comportamento do animal a ser testado posteriormente.
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3.2.2. Ansiedade - Labirinto-em crug elevado

O labirinto em cruz elevado (elevated plus-maze) tem sido validado para a
quantificagdo do comportamento de ansiedade animal, permitindo a detecg¢do de respostas
emocionais a substincias ansiogénicas e ansioliticas (PELLOW et al., 1985, HOGG, 1996),
e a estimulos estressantes externos (HEINRICHS et al.,1992; LIEBSCH et al., 1995). Tem
sido usado também como um estressor emocional suave, uma vez que o animal € exposto a
um novo ambiente. O teste ¢ baseado na criagdo de um conflito entre o desejo exploratorio

do animal e seu medo inato de areas expostas € abertas.

Equipamento:

O labirinto em cruz elevado foi construido de acordo com as especificagdes
reportadas por PELLOW et al (1985) e consiste de um equipamento elevado a 50 cm do
solo, composto por dois bragos abertos (50 x 10 cm) dispostos perpendicularmente a dois
bragos fechados por paredes laterais desprovidos de teto (50 x 10 x 40 cm) formando um
angulo de 90 graus. Cada animal ¢ submetido a apenas uma sessdo experimental no

labirinto.
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Procedimento Experimental-

Os animais foram colocados no centro aberto do labirinto (10 x 10 cm) com a
cabeca direcionada para um dos bragos fechados. O tempo de duracgdo do teste era de 5
minutos. Registrou-se o niimero de entradas nos bragos abertos e nos bragos fechados e o
tempo de permanéncia nos bragos abertos.

Os indices de ansiedade foram determinados através da porcentagem de tempo gasto
nos bragos abertos/total e do namero de entradas nos bragos a_bertosftotal, enquanto que o
numero de entradas nos bragos fechados refletiu a atividade geral do animal (CRUZ, FREI,
GRAEFF, 1994).

No intervalo entre o teste de cada animal, o labirinto foi completamente limpo com
alcool a 70° GL para retirar possiveis odores emitidos pelo animal anterior. O equipamento
foi mantido no interior de uma sala iluminada artificialmente por luz branca e apresentando

ruido de fundo (ar condicionado ligado).

3.2.3. Depressao- - Inducdo-do-desamparo-aprendido

Os modelos animais de depressdo sao freqiuentemente utilizados pela indistria
farmacéutica no desenvolvimento de drogas antidepressivas. No entanto, nas ultimas
trés décadas, uma porcentagem importante dos modelos animais tem sido utilizada

em laboratérios, simulando a depressdo experimentalmente para investigagio da sua
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fisiopatologia. As caracteristicas comuns destes modelos sdo que os testes ou drogas
utilizados induzem no animal sintomatologia semelhante a depressio, e que as
anormalidades comportamentais apresentadas sdo revertidas por drogas antidepressivas
(WILLNER, 1990).

O modelo do desamparo aprendido, originalmente descrito por SELIGMAN e
colaboradores (OVERMEIER & SELIGMAN, 1967, SELIGMAN & MAIER, 1967),
consiste no modelo de depressdo mais utilizado rotineiramente em industrias farmacéuticas
para o screening de drogas antidepressivas. Este modelo tem revelado que a vanavel
“controlabilidade” exerce 1mportante efeito modulatorio sobre as respostas
comportamentais e fisiologicas do orgamismo produzidas por estimulos aversivos. Por
exemplo, quando ratos e outros animais sdo apresentados frente a um estressor controlavel,
eles rapidamente aprendem que € possivel escapar ou esquivar-se do agente agressor.
Porém, se lhes € apresentado previamente um estimulo aversivo incontrolavel, exibirdo um
déficit de resposta de escape quando expostos posteriormente a um estimulo controlavel
(SELIGMAN & MAIER, 1967, WILLNER, 1990). Este déficit ¢ referido como “efeito do
desamparo aprendido™.

Os animais desamparados apresentam alguns déficits que lembram sintomas dos
distarbios depressivos em seres humanos, resultantes da exposi¢do ao regime incontrolavel:
motivacional - visto pela redugdo da motivagdo do organismo em persistir nas tentativas

de fuga; cognitivo - demonstrado pela dificuldade de reconhecer a possibilidade de controle
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sobre o ambiente e, emocional - caracterizado por fendmenos com alteragdes fisiologicas

como perda de peso e formagio de alceras gastricas.

Equipamentos: caixa de chogues inescapaveis e caixa de teste de fuga.

Os choques inescapaveis foram ministrados em uma caixa de 25x19,5x19,5 cm,
tendo a parede frontal de acrilico transparente ¢ as restantes de aluminio, com tampa ao
teto. O piso desta ¢ composto de barras de cobre de 0,3 cm de diametro distando 1,2 cm
entre si, atraves das quais os choques elétricos foram ministrados, com mecanismo
“scrambler " (embaralhamento), por meio do gerador de choques de 1 via ndo programavel,
marca ALBARSCH.

Utilizou-se do programa controlador de choques descrito por HERMINI et al.
(1994) para a execugdo automatica dos choques. O programa esta gravado em disquete € €
acessado através do microcomputador XT 2002 da Microtec, que por sua vez esta acoplado
ao gerador de choques (ALBARSCH). O programa foi baseado na laténcia media de 199
animais sem nenhum tratamento que tinham a possibilidade de fuga na caixa de alternagio.
A duragdo dos choques €, portanto. variavel de 0,58 para 18,18 segundos e o intervalo entre
os choques, randémico, variando entre 5 e 25 segundos.

A shuttle box utilizada no teste de fuga corresponde a uma caixa de 50 x 25 x 30 cm
em aluminio, com tampa e parede frontal de acrilico transparente, modelo “vai-e-vem™. O

piso € composto por barras de cobre de 0,3 cm de didmetro, distando 1 cm entre si, através
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das quais os choques elétricos s3o ministrados, com mecanismo “scrambler” por meio de
um gerador de choques programavel (4LBARSCH).

A caixa ¢ dividida em dois compartimentos iguais separados por uma placa de
aluminio, onde ha um orificio de 7.5 cm de altura, por 6,0 cm de largura, localizado no
centro a 8 cm acima do piso em barras, permitindo a locomogdo do animal de um
compartimento ao outro da caixa. Cada compartimento possui duas
fotocé€lulas, distando 6 cm entre si, as quais s3o sensiveis (por interrupgao do feixe de luz)
a0 movimento do animal entre os compartimentos; assim, registrando sua presenga no
compartimento em que se localizar, num dado momento do teste. E necessaria a travessia
de um compartimento interno para outro para ser registrada uma resposta. Foi definida
como resposta de fuga a travessia do animal de um compartimento para o outro durante a
apresentacdo do choque. Essa resposta de fuga tem como conseqiiéncia a interrupgio do
choque.

O tempo maximo de duragdo por choque é de 30 segundos, sendo que, se o animal
nado cruzar os compartimentos o choque continuara. O cronémetro, uma vez alcangado o
valor de 30 segundos, volta ao zero e inicia um novo ciclo. Toda vez que o animal
atravessar para o outro lado, o choque ira cessar registrando sua laténcia. O intervalo entre

0 cruzamento do animal e o inicio do préximo choque ¢ em torno de 5 a 25 segundos.
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Procedimento Experimental:

No modelo do desamparo aprendido, os animais foram inicialmente confinados na
caixa de choques e separados em dois subgrupos:

Estressados (E): Um rato por sessdo foi colocado na caixa de choques. Apds um
minuto de adaptac@o, os animais foram expostos a 60 choques de 1,0 mA (sessdo de treino).
O tempo de duragdo da sessdo foi de 20 minutos e os animais viam-se impossibilitados de
escapar destes choques (grupo inescapével);

Nao estressados (NE): animais que permaneceram apenas confinados na caixa de
choques.

Apos 24 horas da sessdo de treino, todos os animais foram submetidos a uma sessio
de teste de fuga em uma caixa de alternagio. Apos 3 minutos de adaptagdo, foram expostos
a 30 choques de 1,0 mA. sendo a duragdo de cada choque variavel de acordo com a
permanéncia do animal em cada compartimento. A laténcia foi registrada em 6 blocos de

tentativas. O tempo médio desta sessio foi de 14 minutos.

3.2.5. Aprendizagem - Teste davesquiva ativaw sinalizada

O teste da esquiva ativa sinalizada consiste em uma situagdo experimental na qual
um animal emite uma resposta instrumental em resposta a um estimulo condicionado. Nesta

condigdo o estimulo condicionado (som de uma campainha) ¢ apresentado antes do
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estimulo ndo condicionado (choque nas patas), gerando uma resposta condicionada
(esquiva) durante a vigéncia do estimulo condicionado evitando a liberagdo do choque. O
ammal passa a reagir ao estimulo condicionado como se ele fosse o proprio estimulo
incondicionado (BRANDAO, 2000). No entanto. se a resposta ocorre depois que o choque

ja tiver comegado, ela o termina e a resposta passa a ser chamada de fuga.

Equipamento:

A shuttle box utilizada corresponde a uma caixa de aluminio medindo 50 x 29 x 29 cm,
com tampa e parede frontal de acrilico transparente modelo “vai e vem”. O piso é composto
por barras de latdo de 0,3cm de didmetro, distando 1,0cm entre si, através das quais 0s
choques elétricos sdo ministrados com mecanismo scrambler. A caixa é dividida em dois
compartimentos iguais, separados por uma barreira de madeira de 3,0cm de altura acima
das barras de latdo.

Cada compartimento possui 2 fotocélulas, distando 6,0cm uma da outra, que sdo
sensivels (por interrupgdo de feixe de Juz) ao movimento do sujeito experimental entre os
compartimentos. Desse modo, € possivel registrar o tempo de travessia do animal de um
compartimento para o outro, além de registrar também sua presenga no compartimento em
que 0 mesmo se localiza num dado momento da sessdo. Essas informagdes sdo dirigidas
automaticamente ao aparelho de comando programavel (4LBARSCH) que libera os choques

na intensidade de 0,6 mA.
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Imediatamente antes de cada choque ¢ acionada uma campainha, com duragio de 5
segundos, freqiiéncia de 1,5 KHz e volume de 6db. Se o animal cruza o obsticulo antes do
inicio do choque, ele termina o estimulo condicionado e evita a apresentagdo do choque

(resposta de esquiva).

Procedimento Experimental:

Cada animal foi colocado na caixa de alternagdo. Apés trés minutos de adaptagdo,
foi emitido o som de uma campainha com duragdo de 5 segundos. A seguir, iniciou-se a
sessdo de 30 choques. Cada choque emitido na intensidade de 0,6 mA era sempre precedido
do som da campainha.

A laténcia de fuga/esquiva foi registrada em 6 blocos de tentativas. O tempo
médio desta sessdo foi de 14 minutos. Registrou-se também o numero de respostas de
esquivas, isto €, quantas vezes o animal salta antes da apresentagdo do estimulo nio
condicionado (choque). Neste caso, a contagem foi feita somente a partir do segundo bloco
de tentativas (do 2° ao 6° bloco), pois permitimos que o animal se adaptasse ao som da

campainha.

3.2.4. Aprendigagem e Memdoria - Teste: dev esquiver passiva
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Na esquiva passiva o animal € colocado primeiramente em um ambiente iluminado
(aversivo), sendo posteriormente condicionado a penetrar em um ambiente escuro
(agradavel) para ser refor¢ado. A seguir aplica-se um estimulo aversivo (choque nas patas)

e 0 animal aprende a ndo ir mais ao compartimento em busca do reforgo (esquiva passiva).

Equipamento:

A shuttle box utilizada corresponde a uma caixa de madeira medindo 51 x 22 x 28
cm. A caixa € dividida em duas camaras iguais por uma parede diviséria com uma
passagem medial (9cm de altura x 6,5 cm de largura), esta passagem ¢ fechada por uma
porta em guilhotina.

A primeira camara ¢ revestida completamente de material impermeavel branco
(formica), aberta superiormente € com as seguintes dimensdes: 30 x 24 x e 24 cm. E
1luminada por uma ldmpada de 60 watts, situada aproximadamente a 40 cm de altura do
pIsO.

A outra camara, pintada completamente de cor preta, possui uma tampa para
impedir a entrada de luminosidade em seu interior. Esta caixa tem as mesmas dimensdes da
camara clara. Seu piso consiste em barras de ago inoxidavel de 3 mm de didmetro com um
intervalo de 1,5 cm entre uma barra ¢ outra. Estas barras sdo ligadas a uma fonte geradora
de choques. Escolhemos a intensidade de 1.0 mA e duragdo de 1segundo com intervalos
de 0,5 segundos entre os choques. O disparo e término dos choques s@o controlados pelo

experimentador.
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Procedimento Experimental:

l. Trewno:

O animal foi colocado na cdmara clara, por 10 segundos, com a porta divisoria que
da passagem para a camara escura fechada. Decorrido esse tempo abriu-se a porta e
cronometrou-s¢ 0 tempo que o animal leva para entrar com as quatro patas na camara
escura (/aténcia de treino, em segundos).

Tao logo o animal entrasse na camara escura, a porta foi novamente fechada e a
fonte de choque acionada durante 5 segundos, liberando choques de intensidade
programada de 1,0mA/s. Apos um intervalo de 5 segundos, repetiu-se essa sessdo de

choques por mais 2 vezes.

2. Teste:

Esta sessdo € realizada 24 horas apds a sessdo anterior (treino). O animal foi
colocado novamente na camara clara e apés 10 segundos, a porta que da passagem a
camara escura foi aberta. Cronometrou-se o tempo que o animal leva para entrar com as
quatro patas na camara escura (laténcia de teste, em segundos). Durante o teste o
animal nunca recebe choque. A porcentagem de aprendizagem foi calculada através da
seguinte formula: Aprendizagem (%) = (tempo na cdmara clara/180) x 100

Onde, o denominador de valor igual a 180 corresponde ao tempo final do teste (180

segundos).
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3.3. Analise Estatistica

As medidas comportamentais foram avaliadas através do software estatistico
GraphPad Instat. Efetuaram-se as analises paramétricas € ndo parametricas:

1) analise ndo parameétrica: os resultados foram expressos como mediana. Na
comparagdo entre os tratamentos efetuamos a analise de vanancia de Kruskal-Wallis
seguida do teste de Dunn’s para comparagdes multiplas. Os valores de probabilidade (p)
maiores que 0,05 ndo foram considerados significantes. Para comparar o grupo Sal em
relagdo ao grupo ndo tratado (C-B) utilizamos o teste de Mann-Whitney;

2) andlise paramétrica: os resultados foram expressos como média * erro padrao da
média (E.P.M). Na comparagdo entre os tratamentos utilizamos ANOVA seguida do teste
de Student-Newman-Keuls. Os valores de probabilidade (p) maiores que 0,05 nio foram
considerados significantes. Para comparar o grupo Sal em relagio ao grupo ndo tratado (C-B)

utilizamos o teste t-Student. .
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4.1. Explovagio- e emocionalidade - Teste do- campo- aberto-

Ratas cronicamente estressadas com solug@o de NaCl 10 mM durante o pré-natal e
pos-natal (Sal) ndo diferiram daquelas do controle branco (C-B) em relagdo ao tempo de
permanéncia no centro do campo aberto (p>0,05; teste t-Student - figura 24). Entretanto, o
teste de Mann-Whitney revelou redugdo significativa na ambulagdo (p<0,01; figura 34),
levantamento (p<0,01; figura 4A4) e defecagao (p<0,05; figura 54). Quando os grupos
submetidos ao tratamento com Li" (LiPés. LiPré e Li) foram comparados com o grupo Sal,
nio foram observadas diferencas estatisticamente significantes em quaisquer das medidas

analisadas no teste de campo aberto (figuras 2B a 3B).

4.2. Ansiedade - Labirinto ew cruy elevado

No labirinto em cruz elevado, ndo houve diferengas entre os grupos nos indices de
ansiedade (tempo gasto nos bragos abertos/total e numero de entradas nos bragos
abertos/total - figura 64 e 6B) e na atividade locomotora (nimero de entradas nos bragos

fechados - figura 74 e 7B).
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Figura 2A
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Figura 2A: Efeitos sobre a determinacdo do tempo de centro, no teste de campo aberto,
de ratas que ingeriram agua ad libitum (C-B) ¢ ratas tratadas com NaCl 10 mM durante a
gravidez e lactagdo (Sal). Os valores estdo expressos como média = E P M. para 10 animais

por grupo. Nao houve diferengas na comparagéo entre o grupo C-B x Sal (teste t-Student).
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Figura 2B: Efeitos sobre a determinag@o do tempo de centro, no teste de campo aberto,
dos grupos tratados com NaCl 10 mM durante a gravidez e lactagio (Sa/) ou LiCl 10 mM
durante a lactag@o (LiPds), durante a gravidez (LiPré) e durante a gravidez e lactagdo (Li).
Os valores estdo expressos como média + E.P.M. para 10 animais por grupo. ANOVA e

Student-Newman-Keuls ndo encontraram diferengas para os grupos tratados com Li~

(LiPos, LiPré, Li) em relag@o ao grupo Sal.
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Figura 3A: Efeitos sobre a determinagdo da ambulagéo, no teste de campo aberto, de
ratas que ingeriram agua ad /ibitum (C-B) e ratas tratadas com NaCl 10 mM durante a
gravidez e lactagio (Saf). Os valores estdo expressos como mediana para 10 animais por

grupo.** p<0,01 na comparagio entre o grupo C-B x Sal (teste de Mann-Whitney).
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Figura 3B: Efeitos sobre a determinagdo da ambulaggo, no teste de campo aberto, dos grupos
tratados com NaCl 10 mM durante a gravidez e lactagdo (Saf) ou LiCl 10 mM durante a lactagio
(LiPés), durante a gravidez (LiPré) e durante a gravidez e lactagdo (Li). Os valores estdo
expressos como mediana para 10 animais por grupo. Kruskal-Wallis e Dunn’s ndo encontraram
diferengas para os grupos tratados com Li" (LiPds, LiPré, Li) em relago ao grupo Sal.
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Figura 4A
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Figura 4A4: Efeitos sobre a determinagio do levantamento, no teste de campo aberto, de
ratas que ingeriram agua ad /ibitum (C-B) e ratas tratadas com NaCl 10 mM durante a
gravidez e lactagdo (Sal). Os valores €stdo expressos como mediana para 10 animais por

grupo. ** p<0,01 na comparagio entre o grupo C-B x Sal (teste de Mann-Whitney).
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Figura 4B: Efeitos sobre a determinagio do levantamento, no teste de campo aberto, dos
grupos tratados com NaCl 10 mM durante a gravidez e lactagdo (Sal) ou LiCl 10 mM
durante a lactagdo (LiP¢s), durante a gravidez (LiPré) e durante a gravidez e lactagdo (Li).
Os valores estdo expressos como mediana para 10 animais por grupo. Kruskal-Wallis e
Dunn’s ndo encontraram diferengas para os grupos tratados com Li* (LiPés, LiPré, Li) em
relagéo ao grupo Sal.
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Figura 5A
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Figura 54 Efeitos sobre a determinagdo do n° de bolos fecais, no teste de campo aberto,
de ratas que ingeriram agua ad libitum (C-B) e ratas tratadas com NaCl 10 mM durante a
gravidez e lactagio (Sal). Os valores estio €Xpressos como média + EP. M. para 10 animais

por grupo.* p<0,05 na comparagao entre o grupo C-B x Sal (teste de Mann-Whitney).

Figura 58

w
]

bolos fecais (n9)
b

-
[

Sal LiP6s LIPré  Li
grupos

Figura 5B: Efeitos sobre a determinagdo do n° de bolos fecais, no teste de campo aberto,
dos grupos tratados com NaCl 10 mM durante a gravidez e lactagdo (Sal) ou LiCl 10 mM
durante a lactacdo (LiPos), durante a gravidez (LiPré) e durante a gravidez e lactagdo (Li).
Os valores estio cXpressos como média + EP.M. para 10 animais por grupo. Kruskal-

Wallis ¢ Dunn’s ndo encontraram diferencas para os grupos tratados com Iji* (LiPos,
LiPreé. Li) em relacio ao grupo Sal.
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Figura 64
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Figura 64 Efeito sobre a porcentagem de entradas e 0 tempo gasto nos bragos abertos
em relagdo ao total, no teste do labirinto em cruz elevado, de ratas que ingeriram agua ad
libitum (C-B) e ratas tratadas com NaCl 10 mM durante a gravidez e lactagio (Sal). Os
valores estdo expressos como média para 10 animais por grupo. Nio houve diferengas na

compara¢ao entre os grupos C-B x Sal (teste t-Student).
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Figura 6B: Efeito sobre a porcentagem de entradas e o tempo gasto nos bragos abertos
em relagio ao total, no teste do labirinto em cruz elevado, dos grupos tratados com NaCl 10 mM
durante a gravidez e lactagdo (Sal) ou LiCl 10 mM durante a lactagio (LiPos), durante a
gravidez (LiPré) e durante a gravidez e lactagdo (Li). Os valores estio eXpressos como
media para 10 animais por grupo. ANOVA e Student-Newman-Keuls ndo encontraram
diferengas para os grupos tratados com Li* (LiPgs, LiPré, Li) em relagdo ao grupo Sal.
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Figura 7A. Efeito sobre o namero de entradas nos bragos fechados, no teste do labirinto
em cruz elevado, de ratas que ingeriram agua ad libitum (C-B) e ratas tratadas com NaCl 10 mM
durante a gravidez e lactagéio (8al). Os valores estio expressos como média + EP.M para
10 animais por grupo. Ndo houve diferencas na comparagio entre os grupos C-B x Sal

(teste t-Student).
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Figura 7B: Efeito sobre o namero de entradas nos bragos fechados, no teste do labirinto
em cruz elevado, dos grupos tratados com NaCl 10 mM durante a gravidez e lactagdo (Sal)
ou L1Cl 10 mM durante a lactagdo (LiPdés), durante a gravidez (LiPré) e durante a gravidez
e lactagdo (Li). Os valores estio €xpressos como media + EP M. para 10 animais por
grupo. ANOVA e Student-Newman-Keuls nio encontraram diferencas para os grupos
tratados com Li” (LiPés, LiPré, Li) em relagdo ao grupo Sal.
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4.3. Depressio - Inducdo do- desamparo aprendido

No teste de indug@o do desamparo aprendido, observou-se o desempenho da fuga do
grupo C-B (figura 8) e verificou-se que animais confinados (NE/C-B) e animais submetidos
previamente ao choque (£/C-B) aprenderam a tarefa de fuga. Tal aprendizado manifestou-
se pela reducdo das laténcias do inicio (1° bloco) ao término do teste (6° bloco; t-pareado
NE/C-B=p<0,001; £/C-B=p<0,01). Verificou-se também que o subgrupo £/C-B apresentou
laténcias maiores que o subgrupo NE/C-B, confirmando a indugdo do desamparo (p< 0,01,
teste t-Student realizado na area trapezoidal sob o par de curvas (AUC): Ex NE).

Na figura 9 observou-se o desempenho de fuga do grupo Sal e verificou-se que
ambos os subgrupos NE Sal e E'Sal aprenderam a tarefa de fuga, apresentando redugio nas
laténcias (1° x 6° bloco) no decorrer da sessio (t-pareado NE'Sal=p<0,001; £/Sal=p<0,01).
O subgrupo £/Sal apresentou laténcias maiores que o subgrupo NE/Sal, demonstrando a

indugdo do desamparo (4UC: p< 0,001, teste t-Student).
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Figtira 8
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Figura 8 Efeitos sobre a determinagdo do tempo de laténcia de fuga no teste da inducio
do desamparo aprendido de ratos £ (submetidos aos choques inescapaveis) e NE
(controles), e que ingeriram agua ad libitum durante a gravidez e lactacdo (C-B). Os valores
estdo expressos como média + EPM. para 10 animais por subgrupo. **p<0,01 e
***p<0,001 (teste t pareado; 1° x 6° bloco); AL/C Tp<0,01 em relagdo ao respectivo grupo
NE (teste t-Student realizado na area trapezoidal sob o.par de curvas £ x NE ).
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Figura 9
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Figura 9. Efeitos sobre a determinagdo do tempo de laténcia de fuga no teste da indugio
do desamparo aprendido de ratos E (submetidos aos choques inescapaveis) e NE ( controles)
que ingeriram NaCl 10 mM durante a gravidez e lactagdo (Sal). Os valores estio EXPIressos
como media + E.P.M. para 10 animais por subgrupo “'p<0,01 e “"p<0.001 (teste-t pareado;
1° x 6° bloco); AUC: ™ "p<0,001 em relagdo ao respectivo grupo NE (teste t-Student

realizado na area trapezoidal sob o.par de curvas £ x NE).
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Na figura 104 observou-se o desempenho de fuga dos subgrupos NE/C-B x NE/Sal.
¢ verificou-se que o subgrupo NE Sa/ apresentou maior laténcia para fuga (p<0,001- teste t-
Student realizado na area trapezoidal sob cada par de curvas NE/C-B x NE/Sal), o que
demonstra menor desempenho em tarefa que envolva estimulo ndo condicionado. Também
na comparagdo entre os grupos £'C-B x E/Sal (figura /0B), verificou-se que houve
diferenga estatisticamente significante entre os grupos (p<0,001; teste t-Student realizado
na area trapezoidal sob cada par de curvas £/C-B x £’Sal), demonstrando que o subgrupo
L£’Sal apresenta maior indugdo de desamparo.

Observou-se o desempenho de fuga dos grupos Sal (figura 114), LiPés (figura
11B), LiPré (figura 11C) e Li (figura 11D). Os subgrupos de animais submetidos aos
choques inescapaveis (£) apresentaram laténcias maiores que seu respectivo controle nio
estressado (NVE), demonstrando a indugio de desamparo (4UC: p<0,001, teste t-Student).
ANOVA e Student-Newman-Keuls n3o encontraram diferengas estatisticamente
significantes para os grupos tratados com Li*(LiPés, LiPré, Li) submetidos previamente ao
choque incontrolavel em relagéo ao grupo £/Sal. (figura 12B).

Na figura 134 observamos que os animais nao submetidos aos choques inescapaveis
e tratados com salina (NE'Sal) ou com Li* (NE/LiPés, NE/LiPré. NE'Li) aprenderam a
tarefa de fuga. Isto pode ser demonstrado através de uma reducdo no tempo de laténcia no
decorrer da sessio (1° x 6° bloco; t-pareado: p<0,001). Do mesmo modo, os animais
tratados com salina ou Li" nas diferentes condigdes e submetidos a sessio de
incontrolabilidade (£/Sal,, F/LiPés, E/LiPré e E/Li) aprenderam a tarefa de fuga (figura 13B:

t-pareado: 1° x 6° bloco =: p<0,05 e p<0,01).
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Figura 10A
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Figura 104 Efeitos sobre a determinagdo do tempo de laténcia de fuga em caixa de
esquiva ativa ndo sinalizada de ratas NE (ndo submetidas aos choques inescapaveis) que
ingeriram agua ad libitum (C-B) ou NaCl 10 mM durante a gravidez e lactagdo (Sal). Os
valores estdo expressos como média + EP.M. para 10 animais por grupo. AUC™""p<0,001

em relagio ao respectivo subgrupo NE/C-B (teste t-Student)
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Figura 10B: Efeitos sobre a determinagio do tempo de laténcia de fuga em caixa de
esquiva ativa ndo sinalizada de ratas £ (submetidas aos choques inescapaveis) que
ingeriram agua ad libitum (C-B) ou NaCl 10 mM durante a gravidez e lactagdo (Sal). Os
valores estdo expressos como média + E.PM. para 10 animais por grupo. AUC: “"p<0,001
em relagdo ao respectivo subgrupo £/C-B (teste t-Student).
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Figuras 114 a 11D. Efeitos sobre a determinago do tempo de laténcia de fuga no teste
da inducio do desamparo aprendido de ratos £ (submetidos aos choques inescapaveis) e NE
(controles) tratados com NaCl 10 mM durante a gravidez e lactagdo (Saf) ou LiCl 10 mM
durante a lactagdo (LiPés), durante a gravidez (LiPré) e durante a gravidez ¢ lactagdo (Li).
Os valores estdo expressos como média + EP M. para 10 animais por grupo. 4U/C: ""p<0,001

(teste t-Student realizado na 4rea trapezoidal sob o par de curvas NE x E).
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Figura 124 Efeitos sobre a determinag@o do tempo de laténcia de fuga em caixa de
esquiva ativa ndo sinalizada de ratas NE (ndo submetidas aos choques inescapaveis)
tratadas com NaCl 10 mM durante a gravidez e lactagdo (Sal) ou LiCl 10 mM durante a
lactagdo (LiPds), durante a gravidez (LiPré) e durante a gravidez e lactacdo (Li). Os valores
estdo expressos como média + EP. M. para 10 animais por grupo. Nio foram encontradas
diferengas para os grupos ndo estressados e tratados com Li" (NE/LiPés, NE/LiPré. NE/Li)
em relagdo ao grupo NE/Sal (ANOVA e Student-Newman-Keuls realizado na area trapezoidal sob
cada par de curvas).

Figura 12B: Efeitos sobre a determinagdo do tempo de laténcia de fuga em caixa de esquiva
ativa nao sinalizada de ratas £ (submetidas aos choques inescapaveis) tratadas com NaCl 10 mM
durante a gravidez e lactagio (Sa/) ou LiCl 10 mM durante a lactagéo (LiPds), durante a gravidez
(LiPré) e durante a gravidez e lactagdo (Li). Os valores estio €xpressos como média + EP.M.
para 10 animais por grupo. N3o foram encontradas diferengas para os grupos estressados e
tratados com Li" (E/LiPés, E/LiPré, E/Li) em relagdo ao grupo E/Sal (ANOVA e Student-
Newman-Keuls realizado na area trapezoidal sob cada par de curvas).
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Figura 13A: Efeitos sobre a determinagdo do tempo de laténcia de fuga em caixa de esquiva
ativa ndo sinalizada de ratas NE (nfo submetidas aos choques inescapaveis) tratadas com
NaCl 10 mM durante a gravidez e lactagdo (Saf) ou LiCl 10 mM durante a lactagio (LiPds),
durante a gravidez (LiPré) e durante a gravidez e lactagdo (Li). Os valores estio €XPressos como
média = EP.M. para 10 animais por grupo. mp<0,001 (teste-t pareado; 1° x 6° bloco).
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Figura 13B: Efeitos sobre a determinagdo do tempo de laténcia de fuga em caixa de esquiva
ativa ndo sinalizada de ratas £ (submetidas aos choques inescapéveis) tratadas com NaCl 10 mM
durante a gravidez e lactagdo (Saf) ou LiCl 10 mM durante a lactagio (LiPds), durante a gravidez
(LiPré) e durante a gravidez e lactagio (Li). Os valores estdo expressos como média + EP M.
para 10 animais por grupo. p<0,05 e “p<0,01 (teste-t pareado; 1° x 6° bloco)
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4.4. Aprendigagem - Teste da esquiva aliver sinaligada

O teste da esquiva ativa sinalizada ndo mostrou diferenga quanto a resposta de
esquiva realizada em 5 blocos de tentativas (p>0,05; teste de Mann-Whitney - figura 144) e
no desempenho de fuga dos grupos C-B x Sal (p>0,05; teste t-Student realizado na area
trapezoidal sob cada par de curyas — Jigura 14B). Apesar de aprenderem a tarefa de fuga, o
grupo C-B apresentou um retardo de aprendizagem, representado por uma maior laténcia de

fuga no 2° bloco de tentativas (p<0,05; teste t ndo pareado — figura 14B).

4.5. Aprendigageme Memodyia - Teste daesquiva passiva

No teste da esquiva passiva o grupo Sal apresentou menor laténcia no lado claro da
caixa de esquiva no dia teste em relagdo ao grupo C-B (p<0,01; teste t-Student — figura
154). A porcentagem de aprendizagem, portanto diferiu (p<0,05; teste t-Student — figura
15B). Embora tenha havido retencao da aprendizagem para ambos dos £rupos (treino x teste,
t-pareado: C-B= p<0,001: Sal = p<0,05; figura 754), a menor laténcia apresentada pelo
grupo Sal revela um baixo controle de impulso ou a necessidade de um estimulo (visualizar
0 lado escuro da caixa de €squiva) por parte deste grupo para evocar a aprendizagem

adquirida.
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Figura 14A: Efeitos sobre a determinagdo do nimero de €squivas no teste da esquiva
ativa sinalizada de ratas que Ingeriram agua ad /ibitum (C-B) e ratas tratadas com NaCl 10 mM
durante a gravidez e lactagdo (Sal). Os valores estio expressos como média + E.P.M. para

10 animais por grupo. Nio houve diferengas estatisticamente si gnificantes na comparagio
entre os grupos C-B x Sal (teste de Mann-Whitney)
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Figura 14B: Efeitos sobre determinagdo do tempo de laténcia de fuga no teste de esquiva
ativa sinalizada de ratas que ingeriram agua ad libitum ( C-B) e ratas tratadas com NaCl 10 mM
durante a gravidez e lactagdo (Sal). Os valores estio CXpressos como média + E.P. M. para

10 animais por grupo. *p<0,05 em relagio ao Tespectivo grupo C-B (teste t-Student).
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Figura 15A
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Figura 154 Efeitos sobre a determinacdo do tempo de laténcia na caixa branca no teste
da esquiva passiva de ratas que ingeriram agua ad /ibitim (C-B) e ratas tratadas com NaCl 10 mM
durante a gravidez e lactagdo (Sal). Os valores estio CXpressos como media + E.P.M. para
10 animais por grupo nos dias treino e teste. **p<0,01 entre os grupos C-B x Sal no dia do
teste (teste t-Student); "p<0,05 ¢ “p<0,001 (treino x teste, teste-t pareado).
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Figura 15B: Efeitos sobre a determinagdo da porcentagem de aprendizagem no teste da
esquiva passiva de ratas que ingeriram agua ad libitum (C-B) e ratas tratadas com NaCl 10 mM
durante a gravidez e lactacio (Sal). Os valores estio expressos como media para 10 animais

por grupo no dia teste. *p<0.05 entre os grupos C-B x Sal no dia do teste (teste t-Student).
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Virios estudos demonstram que o estresse pré-natal pode resultar em importantes
consequéncias morfoldgicas, comportamentais e fisioldgicas em humanos (STOTT, 1973;
JONES & TAUSCHER, 1978: KNIPSCHILD et al., 1981: SCHELL, 1981; MEIER, 1985)
¢ roedores (WARD, 1972; MEISEL et al, 1979; WEINSTOCK, FRIDE, HERTZBERG,
1988; SECOLI & TEIXEIRA, 1998). O efeito do estresse pré-natal sobre o comportamento
emocional dos descendentes na vida adulta ¢ freqilentemente observado somente sob
condigdes ambientais aversivas, onde se verifica uma redugdo na habilidade do organismo
em lidar com situagdes estressantes e que pode ser expressa como uma supressdo da
atividade exploratéria (FRIDE et al, 1986, WEINSTOCK et al, 1988; WAKSHLAK &
WEINSTOCK, 1989; POLTYREYV et al., 1996).

O estresse pré-natal tem sido implicado como um importante determinante no
desenvolvimento da resposta de estresse do organismo, envolvendo mudangas em muitos
componentes do eixo hipotalamo-pituitario-adrenal (HPA), incluindo o sistema
serotoninérgico (KING et al., 1991: MEERLO et al., 2001), catecolaminérgico (PACAK et
al.,1995) e glicocorticéides (MEANEY et al., 1993). Tais alteragdes podem resultar em
aumento na emocionalidade ¢ depressio (WAKSHLAK & WEINSTOCK, 1989, 2001:
SECOLI & TEIXEIRA, 1998: ALONSO et al, 1994). Doengas psiquiatricas, desnutrigio e
consumo de drogas durante a gravidez devem representar um desafio similar, devido a
profundas adaptacoes fisiolégicas ocorrendo na mde, com repercussdes negativas sobre
seus descendentes (SHOEMAKER, COYLE, BLOOM, 1974; JOFFE, 1978: SILVA, et al,

1981; SWAAB & MIRMIRAN, 1984; LEHOTZKY et al,, 1988; HAMMEN et al., 1990;
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WEISSMAN & CALDECOTT-HAZARD, 1995; RUBIO et al., 1995: WARD et al., 2002;
SCHNEIDER et al, 2002: VATHY, 2002).

Poucos trabalhos tém estabelecido as consequéncias comportamentais da €xposi¢ao
pré-natal ao Li" (SECHZER et al, 1986; GLOCKNER et al, 1993: MESSIHA, 1993;
TEIXEIRA, et al, 1995a; GUILHERME, VARRIANO, TEIXEIRA, 2001). Neste trabalho,
nos investigamos a possibilidade deste metal influenciar o comportamento de ansiedade e
precipitar o estado de depressdo, na vida adulta, em ratas expostas a0 Li” durante a vida
.utcn'na ¢ lactagdo. Para isso escolhemos os modelos do campo aberto, labirinto em cruz
elevado e desamparo aprendido.

A administragdo de Li" foi providenciada na agua de beber, de modo a fornecer
niveis séricos de Li" dentro da faixa considerada profilatica para pacientes (TEIXEIRA et
al, 1995a). A escolha desta dose ¢ importante, uma vez que a probabilidade das pacientes
engravidarem durante o tratamento crénico ¢ mais alta do que durante o tratamento agudo
(quando a paciente é normalmente hospitalizada). Em termos toxicologicos, esta dose pode
ser considerada baixa, mas farmacologicamente ativa, uma vez que provou ser eficiente em
bloquear os efeitos comportamentais em um modelo animal de depressdo e ndo causou
toxicidade as maes (FARIA & TEIXEIRA, 1993; TEIXEIRA et al 1995b).

Mesmo em doses profilaticas, existe a possibilidade do Li* causar efeitos adversos
nos descendentes em desenvolvimento ou na idade adulta Duas hipoteses sio normalmente
sugeridas para explicar os efeitos do tratamento pré e pos-natal do Li* sobre o
desenvolvimento: efeitos diretos provocados pelo Li* sobre os descendentes e efeitos deste

tratamento sobre as maes e que afetam a prole. No primeiro caso, ha a possibilidade de que
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o Li" administrado as maes, nas doses consideradas ndo tdxicas, deva alcangar niveis
toXicos em seus descendentes. Varios fatores, tais como idade, sexo, via de
administrag3o e linhagem, podem influenciar a toxicidade deste metal (PETERSEN,
1980; TEIXEIRA & KARNIOL, 1982, 1985; EL-KASSEN & SINCA, 1983: MESSIHA,
1993). Como esta droga atravessa a barreira hematoencefilica ¢ ha uma diminuigio da
capacidade renal da prole amamentada em eliminar Li* (KERSTEN, 1981), seu acimulo no
cerebro em desenvolvimento deve aumentar a sensibilidade aos efeitos toxicos desta droga.
Observacdes anteriores de que o Li" é menos toxico em ratas adultas (TEIXEIRA &
KARNIOL, 1985) ndo descartam a possibilidade de que os descendentes sejam expostos a
niveis toxicos que nio tém efeito sobre as maes. No segundo caso, existe a possibilidade do
Li" afetar o sistema neuro-hormonal materno e que tais horménios, transportados do sangue
materno para a placenta, possam alcangar o hipocampo fetal ou do neonato e causar
alteragdes permanentes na reatividade do eixo HPA. Isto pode resultar em mudangas no
comportamento, particularmente sob condigdes estressantes.

Procuramos também determinar S€¢ 0s possiveis efeitos do Li* sobre o
comportamento emocional de seus descendentes seriam dependentes da fase do
desenvolvimento em que eram expostos; deste modo, utilizamos diversos grupos
experimentais submetidos a diferentes periodos de tratamento (pré-natal, lactagdo e ambos).
Achamos que este procedimento era NeCessario, uma vez que viria a ajudar no
gerenciamento clinico de pacientes bipolares gravidas, fornecendo subsidios que orientem

na escolha do tempo de tratamento.
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Sendo a solugio de LiCL 10 mM a tUnica fonte de liquido dada aos animais e
portanto possivelmente estressante, utilizamos como controle dos grupos tratados um grupo
que recebeu solu¢do salina na mesma molaridade que os grupos tratados com Li" (grupo
Sal). Este grupo foi comparado com um grupo que recebeu agua ad libitum (grupo C-B).
Além dos testes aplicados aos grupos tratados (campo aberto, labirinto em cruz elevado e
desamparo aprendido) acrescentamos mais dois testes onde analisamos possiveis alteragoes
da solugio salina sobre a aprendizagem e memoria (esquiva passiva e esquiva ativa
sinalizada). Este procedimento permitiu verificar se as alteragdes observadas no grupo Sal
seriam similares aquelas apresentadas em roedores nascidos de mies submetidas a varias
formas de estresse, permitindo-nos concluir se a solugio salina dada cronicamente a mie
seria estressante a seus descendentes.

Nossos resultados observados no grupo Sal foram similares aqueles encontrados em
roedores nascidos de mides estressadas submetidas a diferentes tipos de estresse, de
intensidade e duragdo variaveis (SECOLI & TEIXEIRA, 1998; POLTYREV, et al., 1996:
MEISEL et al., 1979; WEINSTOCK et al., 1988; FRIDE & WEINSTOCK, 1998). Pode-se
concluir que a solugio salina foi de fato estressante as maes e a prole. Desta forma, alguns
cuidados devem ser tomados quando analisamos os efeitos do Li* na prole de ratos;
portanto devemos comparar os grupos tratados com o grupo Sal, ja que a forma de
administragao de Li" também altera o comportamento.

O campo aberto e o labirinto em cruz elevado sdo modelos validados para

determinagdo do comportamento de ansiedade animal. A exposigdo do sujeito experimental
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a estes novos ambientes representa um conflito entre explorago e medo ao desconhecido; a
maior emocionalidade apresentada por animais estressados pré-natalmente pode ser
€Xpressa como uma supressio de diferentes tipos de comportamento verificada nestes
modelos (THOMPSON, 1957 WAKSHLAK & WEINSTOCK, 1989; POLTYREV et al.,
1996).

A liberagdo de CRH (horménio liberador de corticotrofina) é inibida por varios
peptideos endogenos, incluindo neuropeptideo Y (HEILIG et al, 1994), opidides
(PLOTSKY, 1986), complexo GABA/Benzodiazepinico (DAVIS, RAINNIE, CASSEL,
1994) e corticosterona (CORT), atuando sobre receptores no sistema limbico e
hipotalamo (REUL & DEKLOET, 1985). A supressdo da exploragio em animais
estressados prenatalmente sugere maiores niveis de CRH e glicocorticoides quando
comparados a animais ndo estressados no periodo pré-natal. Isto se deve a uma deficiéncia
€m um ou mais destes sistemas. Esta hipétese é consistente com a observacgdo que ratos
estressados no periodo pré-natal tém menor numero de receptores para glicocorticoides
(HENRY et al., 1994) e sitios de ligacdo para benzodiazepinicos no hipocampo (FRIDE et
al., 1985). E possivel que horménios liberados pela mae estressada prejudiquem o
desenvolvimento do hipocampo de seus descendentes. Como este estd envolvido nas
respostas adaptativas frente a situagoes aversivas, o aumento da reatividade do eixo HPA
pelo estresse pré-natal resulta em aumento da emocionalidade e supressdo da atividade
exploratoria sob condigdes estressantes na vi da adulta.

Os resultados no teste de campo aberto demonstraram uma redu¢do no

comportamento de ambulagio (p<0,01; figura 34) e levantamento (p<0,01; figura 44) para
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ammais estressados por administragdo cronica de NaCl 10 mM (Sal), quando comparados
ao controle (C-B), sugerindo que o grupo Sal ¢ mais emocional do que o controle.

Ambulacdo ¢ numero de levantamentos s3o aumentados por estimulagdo de
receptores opioides. Estes receptores sio diferencialmente influenciados por ambientes
estressantes e estdo diminuidos por estresse pré-natal (KESHET & WEINSTOCK. 1995).
Menos freqiientemente, a emisséo de bolos fecais é estudada no campo aberto; de um modo
geral maior defecagdo sugere maior emocionalidade. Como ratas fémeas exibem menor
defecagdo que ratos machos (BLIZZARD, LIPPMAN, CHEN, 1975), muitos autores
preferem omitir esta determinagdo no campo aberto (WAKSHLAK & WEINSTOCK,
1990). Talvez isso se deva porque a maioria desses animais nio produz bolos fecais durante
0 teste. Assim, embora tenhamos encontrado diferencas estatisticamente significantes para
0 grupo Sal em relagio ao C-B (figura 54), sugerindo menor emocionalidade para o
primeiro (menor defecagdo), apenas significou que o pequeno numero de femeas que
defecou no grupo C-B superestimou os resultados. Portanto, o indice de defecago deve ser
um indicador impreciso para avaliagdo de resposta emocional para ratas fémeas.

O labirinto em cruz é um modelo mais sensivel para determinar a ansiedade e
baseia-se na aversdo natural dos roedores por espagos abertos (PELLOW et al, 1985:
PELLOW & FILE, 1986); em comparagao ao teste de campo aberto que tradicionalmente
mede uma resposta emocional mais geral. Quando o grupo Saf foi testado no labirinto em
cruz elevado, néo foi detectado aumento na ansiedade, caracteristica da resposta de estresse
(figura 64). Os resultados decorrentes da resposta de estresse sobre o desenvolvimento

fisico e comportamental dos descendentes em desenvolvimento ou na idade adulta sio
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dependentes de inumeras variaveis, tais como, i dade, tipo de estresse, sua freqiiéncia e
intensidade de duragdo (WEINSTOCK et al., 1988) e método de determinagio
(POLTYREV et al, 1996). Assim, existe a possibilidade de que o tratamento com salina
tenha um efeito mais geral sobre o comportamento emocional (como demonstram os
resultados para o teste do campo aberto), sem alteracdo no comportamento de ansiedade
do animal. Uma vez que diferentes sistemas neuronais comandam o comportamento afetivo
¢ a atividade, estes poderiam ser diferentemente afetados pelo estresse pre-natal.

Pelo fato do eixo HPA ser o efetor da reacao geral de adaptacido desencadeada pelo
estresse, sugeriu-se a possibilidade de que a depressdo possa ser uma resposta anormal ao
estresse, principalmente se crénico (GRAEFF , 1990). Em nosso estudo da depressio
comportamental. o estresse aplicado aos descendentes em 1dade adulta foi produzido por
uma situagdo aversiva incontrolavel: o desamparo aprendido (SELIGMAN & MAIER,
1967; TEIXEIRA et al 1995b).

Na comparagio entre os grupos desamparados £/'C-B x E/Sal (figura 70B),
observamos maior indugio de desamparo para o subgrupo £/Sal (p< 0,001- teste t realizado
na area trapezoidal sob cada par de curvas £/C-B x E/Sal). Nossos resultados suportam a
hipotese de que o estresse pré-natal deve diminuir 0 limiar de vulnerabilidade ao estresse,
com consequéncias a longo prazo, resultando em depressdo (KALIN, 1989). Desde que o
desamparo aprendido tem sido colocado como um modelo animal de depressdo, exibindo
mudangas no peso, sono, libido e funcionamento cognitivo que sao similares aquelas
observadas em depressdo humana e que respondem a agentes farmacologicos idénticos

(WILLNER, 1990), nossos resultados confirmam a hipétese de WORKEL et al. (1997) de
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que, embora a responsividade do eixo HPA seja programada pelo genotipo, ela pode ser
modulada por experiéncias no inicio do desenvolvimento conduzindo 2 mudangcas a longo
Prazo na responsividade ao estresse e que podem revelar doenga mental latente.

Desde que a interagdo Li" - estresse tem sido observada em alguns trabalhos
(GLOCKNER et al., 1993: TEIXEIRA, et al., 1995a), nés investigamos a possibilidade
de que este metal pudesse precipitar o estado de depressio na vida adulta e utilizamos o
modelo do desamparo aprendido.

As laténcias de fuga de todos os subgrupos tratados e nio submetidos aos choques
inescapaveis nas patas (subgrupos NE) foram comparadas (figuras 124) para avaliar se
houve qualquer possivel interferéncia dos tratamentos no desempenho de escape.
ANOVA e Student-Newman-Keuls nio encontraram diferencas significantes nas areas
trapezoidais sob as curvas (4 UC). Esta analise reveloy que nao houve diferencas na laténcia
de fuga de qualquer dos grupos nao estressados (NE), indicando que ndo houve
interferéncia do tratamento com a habilidade para escapar do choque. A analise estatistica
entre o 1° e 6° blocos revelou que todos os grupos aprenderam a tarefa de fuga na presenga
do estimulo ndo condicionado, no decorrer da sessdo (p<0,001; teste-t pareado - figura 134).

No teste do desamparo aprendido (figuras 114 a 11D), observou-se que 0s animais
submetidos previamente aos choques incontrolaveis (subgrupos E - curvas superiores)
aprésentaram um menor desempenho na resposta de fuga quando comparados aos
respectivos subgrupos NE (curvas inferiores), uma vez que a analise estatistica realizada na
area trapezoidal sob car par de curvas NEXE (4 UC) revelou diferengas significantes,

Nossos resultados confirmam aqueles obtidos por SELIGMAN (1975), mostrando que no
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rato ndo se evidencia auséncia, mas sim uma aprendizagem mais lenta por parte dos
animais submetidos previamente aos choques incontrolaveis (figura 13B: teste t-pareado,
1°x 6° bloco). Entretanto, os tratamentos com Li* durante a gravidez e amamentagio ndo
tornaram os animais mais susceptiveis a indugdo do desamparo, uma vez que ndo houve
diferenga estatisticamente significante na comparagio com o grupo E/Sal (figura 12B)

Desnutri¢do, drogas e estresse pré-natal tém sido implicados na produ¢do de
alteragdes cognitivas em seus descendentes (SHOEMAKER et al., 1974; RUBIO et al_,
1995). Para os estudos da influéncia da solugdo salina sobre a aprendizagem, utilizamos os
testes de fuga (esquiva ativa nio sinalizada), esquiva ativa sinalizada e esquiva passiva. O
tratamento com salina causou interferéncia na habilidade de escapar ao choque, evocada
atraves de uma maior laténcia de fuga envolvendo estimulo nio condicionado (figura
104 - p<0,001, em relagio ao subgrupo NE/C-B). No teste de esquiva ativa sinalizada
(figura 14B), o grupo Sal apresentou maior laténcia de fuga no 2° bloco de tentativas
(p<0.,05; teste t nio pareado), demonstrando retardo na aprendizagem associativa
(envolvendo associagdo de estimulos: condicionado e nao condicionado).

No teste da esquiva passiva o grupo Sal apresentou menor laténcia no lado claro da
caixa de esquiva no dia teste em relagdo ao grupo C-B (figura 154, p<0,01 entre os grupos
C-B x Sal no dia do teste). Embora tenha havido retengdo da aprendizagem para ambos os
grupos (figura 154, teste t-pareado, treino x teste: C-B=p<0,001; Sal=p<0,05), a menor
laténcia apresentada pelo grupo Sal revela um baixo controle de impulso ou a necessidade
de um estimulo (visualizar o lado escuro da caixa de esquiva) por parte deste grupo para

evocar a memoria.
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Nossos resultados apontam evidéncias que sugerem que a administragdo de salina
demonstrou ser estressante as mées e a prole, alterando a exploragdo, reduzindo o limiar de
indugao de desamparo e causando prejuizo na aprendizagem/memoria em tarefa de fuga e
esquiva.

No entanto, ndo houve efeito especifico do Li* sobre o comportamento emocional e
de desamparo. Estes resultados sdo encorajadores, pois suportam a utiliza¢do do Li" como
tratamento profilatico do transtorno bipolar naquelas pacientes que apresentam grande
potencial de recorréncia; portanto onde € maior o risco de suicidio ou de maus-tratos sobre

seus descendentes.
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Este trabalho permite concluir que:

1) O tratamento perinatal com solug¢do de NaCl 10 mM: -
* alterou a exploracdo dos descendentes testados na arena do campo aberto;

* reduziu o limiar de indugdo de desamparo e prejudicou a tarefa de fuga e esquiva;

2) O tratamento perinatal com Li*, nas doses profilaticas:
* ndo alterou a exploragio e emocionalidade dos descendentes testados na arena do
campo aberto;
* ndo alterou a resposta de ansiedade dos descendentes expostos ao labirinto em cruz
elevado;

* nao alterou a indugio do desamparo.
A administragdo de salina foi estressante as maes e a prole; porém o tratamento

perinatal com Li”, nas doses profilaticas, ndo alterou a resposta comportamental testada na

prole em idade adulta, através dos modelos de emocionalidade, depressio e ansiedade.
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Lithium salts (Li") are frequently used in psychiatry for treatment and prophylaxis of
bipolar disorders. Because discontinuation of Li" may pose an unacceptable risk of
recurrence of bipolar illness during pregnancy or puerperium, some patients are oriented to
continue their Li" therapy. In this work we investigated the impact of perinatal lithium (Li")
treatment within the prophylactic range used clinically. Rats’ offspring susceptibility to

behavioral depression and anxiety was verified at adult age.

Female Wistar rats drank either LiCl 10 mM ad libitum or NaCl 10 mM as the only
source of liquid during the prenatal period. Following birth, pups were cross-fostered to
form four experimental groups (N = 10 litters each): a) Sal - saline during prenatal and
lactating periods; b) LiPds - Li* during the lactating period only: c) LiPré — Li* during the
prenatal period only; d) Li — Li* during the prenatal and lactating periods. At 77-85 days
old, only one female rat per litter/group, was submitted to either the open field, plus-maze

or learned helplessness models.

Open-field and plus-maze tests didn't show differences on locomotor activity and
anxiety-related behavior among the groups. Li" treatments also didn't produced significant

differences in the escape latency in learned helpless rats.

The data suggest that perinatal lithium treatment didn't alter the intensity of behavioral

depression or anxiety, induced at adult age.
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