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RESUMO

O Transtorno do Espectro do Autismo (TEA) € uma classe de distarbios do
neurodesenvolvimento que afeta cerca de meio milh&o de pessoas no Brasil, caracterizado pelo
comprometimento dos dominios da interacdo social, comunicacdo e flexibilidade
comportamental. O modelo experimental de autismo por exposicdo pré-natal ao LPS é um
modelo novo e pouco estudado, que pode ajudar a compreender a etiologia e a fisiopatologia
do distarbio. Estudos prévios suportam a evidéncia de que alteracbes no ambiente pds-natal sdo
capazes de modular o fenétipo do TEA. O isolamento precoce tem sido associado ao
desenvolvimento de comportamentos do tipo-autista, do tipo-ansioso e do tipo-depressivo.
Neste trabalho foram estudadas as alteracfes comportamentais na prole submetida ao modelo
de autismo por exposicdo ao LPS no periodo gestacional, ao isolamento precoce e a combinagéo
de ambos. Os resultados indicaram que a prole masculina é susceptivel ao modelo de inducéo
ao TEA, enquanto a prole feminina é susceptivel ao desenvolvimento do comportamento do
tipo-ansioso. O isolamento individualmente ndo foi capaz de provocar alteracdes
comportamentais, porém, quando associado a administracdo gestacional de LPS foi capaz de

prevenir alguns dos prejuizos provocados pelo modelo de inducéo ao TEA.

Palavras-chave: Transtorno do espectro autista. Ativacdo do sistema imune materno.

Isolamento neonatal.



ABSTRACT

Autism Spectrum Disorder (ASD) is a class of neurodevelopmental disorders that affects about
half a million people in Brazil, characterized by impairments in social interaction,
communication and behavioral flexibility. The ASD animal model by the prenatal LPS
exposure is a new model that may help to understand the etiology and pathophysiology of the
disorder. Previous studies support the evidence that changes in the postnatal environment can
modulate the ASD phenotype. Early isolation has been associated with the development of
autistic-, anxiety-, and depressive-like behaviors. In this study, we investigated behavioral
alterations in offspring exposed to prenatal LPS, neonatal isolation and the combination of both
factors. The results indicated that male offspring are susceptible to the ASD model, while
female offspring are susceptible to the development of anxiety-like behavior. Isolation alone
was not related to any behavioral changes, however, when associated with prenatal LPS
exposure, prevented some of the damage caused by the ASD model.

Keywords: Autism spectrum disorder. Maternal immune activation. Neonatal isolation.
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1 INTRODUCAO

O Transtorno do Espectro do Autismo (TEA) € um transtorno do neurodesenvolvimento
caracterizado pelo comprometimento dos dominios da interacdo social, comunicacdo e
flexibilidade comportamental (GOH; PETERSON, 2011). E um distGrbio complexo, que
apresenta uma grande heterogeneidade fenotipica e curso clinico variavel (BRITO;
VASCONSELOS, 2016).

A fisiopatologia, bem como a etiologia do transtorno sdo pouco compreendidas, porém,
evidencias sugerem que se trate de uma interacdo entre fatores genéticos e ambientais (KLIN,
2006). Em relacdo aos aspectos ambientais, embora diversos estudos se proponham a avaliar a
influéncia do enriquecimento ambiental na mitigacdo dos sintomas do TEA (YANG et al, 2011;
REYNOLD; URRELA; DEVINE, 2013; WOO et al, 2015), ndo foram encontradas
investigacgdes a respeito dos efeitos do empobrecimento ambiental no fen6tipo do transtorno.

A heterogeneidade do fenétipo bem como a multiplicidade de possiveis fatores
etioldgicos sdo barreiras que dificultam as pesquisas clinicas, o que levou a necessidade do
desenvolvimento de modelos experimentais (SCHLIKMANN; FORTUNATO, 2013). Como
nenhum modelo é capaz de mimetizar todas as caracteristicas do TEA, o desenvolvimento de
modelos variados de maneira a explorar os diversos aspectos do transtorno é extremamente
desejavel (SERVADIO; VANDERSCHUREN; TREZZA, 2015).

O modelo animal de autismo pela exposi¢cdo materna ao lipopolissacarideo (LPS) é um
modelo novo (KIRSTEIN, 2012) e pouco estudado. O isolamento neonatal € bem documentado
na literatura, sendo capaz de provocar, inclusive, comportamentos do tipo-autista em animais
(TAN et al, 2018; BAHI, 2016; WU et al, 2014).

Assim, este trabalho se prop6s a investigar as alteracbes comportamentais de ratos
submetidos a este modelo experimental, bem como avaliar a influéncia do empobrecimento

ambiental, através do isolamento, na apresentagdo do fenétipo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CARACTERISTICAS GERAIS DO TRANSTORNO DO ESPECTRO DO AUTISMO

O Transtorno do Espectro do Autismo (TEA) é uma classe de distdrbios do
neurodesenvolvimento (ZANON; BACKES; BOSA, 2014) que produzem prejuizos
qualitativos e quantitativos na interacdo social, comunicacdo e flexibilidade comportamental
(GOH; PETERSON, 2011). E um transtorno complexo, de curso clinico heterogéneo
(CONCEICAO et al, 2013) que apresenta uma grande variabilidade de na intensidade e forma
de expressao da sintomatologia (ZANON; BACKES; BOSA, 2014).

Afeta criancas em idade precoce, com inicio da sintomatologia antes dos trés anos de
idade (SANTOS et al, 2015). Embora tenha sido descrito originalmente como um transtorno
inato, com apresentacao de sintomatologia desde o nascimento (KANNER, 1943), a evolugéo
das investigacdes sobre a doenca permitiu a identificacdo de pelo menos dois cursos distintos
de evolucao clinica, podendo o TEA desencadear alteracfes perceptiveis a partir do primeiro
trimestre de vida, com alteracGes progressivas nos dois primeiros anos do desenvolvimento
infantil ou se manifestar ap6s um periodo de desenvolvimento normal da crianga com regressdo
ou perda de habilidades durante o segundo ano de vida (WERNER et al, 2005).

Apresenta distribuicdo desigual por sexo, sendo cerca de quatro vezes mais frequentes
em meninos que em meninas (CALABRESEC et al, 2016; GOH; PETERSON, 2011), porém,
guando afetadas, as meninas tendem a desenvolver a forma mais severa de TEA, associada a
grave comprometimento cognitivo (SADOCK; SADOCK, 2007).

E considerado um dos mais frequentes transtornos mentais da infancia (MINETO;
LORH, 2016), embora sua prevaléncia ndo esteja bem estabelecida, variando de 0,7 a 72,6 casos
a cada 10.000 criancas (GOH; PETERSON, 2011). E provavel que diferencas metodoldgicas
nos estudos epidemiologicos, bem como diferencas nos critérios de diagndstico sejam
responsaveis por essa variacdo (FLORES-PAJOT et al, 2016).

O transtorno afeta maltiplos dominios comportamentais, sendo a alteracdo no dominio
da interacdo social sua caracteristica essencial e definidora (GOH; PETERSON, 2011). As
alteracdes sociais compreendem reducdo da interagdo social e comunicag¢ao, com isolamento
ou falta de interesse no contato social, alteracdo acentuada em maultiplos comportamentos ndo
verbais como expressdo facial e postura corporal, reducdo ou auséncia de contato visual,
auséncia de reciprocidade emocional e inabilidade para estabelecer lagos afetivos (GOH;
PETERSON, 2011; ZANON; BACKES; BOSA, 2014; CONNOR et al, 2016)
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As alteragdes no dominio da linguagem e comunicagdo incluem atraso na aquisi¢éo e
desenvolvimento da fala (CZERMAINSKI; BOSA; SALLES, 2013) ou auséncia total da
linguagem falada (GOH, PETERSON, 2011), uso repetitivo e estereotipado da linguagem com
o0 desenvolvimento de manifestacfes vocais como ecolalia, inversdo pronominal (SADOCK;
SADOCK, 2007), gritos inadequados ou ruidos continuos (PAULA; BELISARIO-FILHO;
TEIXEIRA, 2016), auséncia de brincadeiras imitativas sociais apropriadas ao nivel de
desenvolvimento e déficits na aten¢do compartilhada e em brincadeiras simbodlicas (ZANON;
BACKES; BOSA, 2014)

O dominio da flexibilidade comportamental também é afetado (GOH; PETERSON,
2011), ocorrendo padrdes restritos e repetitivos de interesses e atividades (SADOCK;
SADOCK, 2007), maneirismos motores estereotipados como balancar-se para frente e para tras,
balancar as maos ou andar na ponta dos pés (PAULA; BELISARIO-FILHO; TEIXEIRA,
2016), preocupacao persistente com partes de objetos e adesdo inflexivel a rotinas especificas
e ndo funcionais (GOH; PETERSON, 2011), com desejo obsessivo pela manutencdo da
uniformidade e medo de mudancas (SADOCK; SADOCK, 2007).

Comorbidades neuroldgicas e psiquiatricas sdo frequentemente associadas ao TEA
(GOH; PETERSON, 2011). Deficiéncias cognitivas, que variam desde prejuizos cognitivos
leves até atraso mental severo, estdo presentes em 60 a 70% dos casos (PAULA; BELISARIO-
FILHO; TEIXEIRA, 2016; GOH; PETERSON, 2011) e cerca de 30% dos portadores do
transtorno apresentam também epilepsia (MASKI; JESTE; SPENCE, 2008). Alteracdes
neuropsiquiatricas como hiperatividade, agressividade, ansiedade (DUARTE et al, 2016),
depressdo, sintomas obsessivo-compulsivos (GOH; PETERSON, 2011; SANDERS et al,
2008), automutilacdo e sensibilidade anormal a estimulos sensoriais (PEREIRA; RIESGO;
WAGNER, 2008) também sdo frequentemente observadas em associacdo com o TEA.

Outras comorbidades incluem déficits motores relacionados a anormalidades na marcha,
coordenacao, movimentacdo de membros e estabilidade postural (MASKI; JESTE; SPENCE,
2011) e deficiéncias neurometabolicas, em especial disturbios do metabolismo dos carboidratos
e aminoacidos (GOH; PETERSON, 2011).

Em relacdo a etiologia e psicopatologia, no geral o TEA ¢é pouco compreendido. A
hipdtese mais aceita atualmente € a de que o transtorno resulte de uma interagdo entre
caracteristicas genéticas e fatores ambientais, com envolvimento de multiplos fatores de risco
e protecdo nos niveis bioldgico, psicologico e social (MANDY;; LAI, 2016).

O fato dos fatores de risco e protecdo apresentarem grande varia¢do no tipo e magnitude

ao longo do desenvolvimento do individuo, a complexa dindmica entre o individuo e o ambiente
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e a possibilidade dos mecanismos ambientais exercerem influéncia através do genoma por
alteragBes no proprio gendtipo ou por influenciar sua expressdo, como atraveés da epigenética,
sdo caracteristicas que dificultam a investigacdo e a compreensao do transtorno (MANDY:; LA,
2016). A multiplicidade de fatores e interacGes também pode explicar a grande heterogeneidade
dos fenotipos do TEA (KLIN, 2006).

Em relagdo ao componente genético, o risco para TEA de familiares em primeiro grau
de portadores do transtorno é de 20 a 80 vezes mais alto que na populacdo em geral, de maneira
que o transtorno se constitui 0 quadro neuropsiquiatrico de maior herdabilidade (GOH;
PETERSON, 2011).

Nenhuma variante genética especifica foi identificada como necesséria ou suficiente
para causar o0 TEA, sugerindo que exista uma heterogeneidade genética, com mudltiplas
variacdes que, ao se relacionarem com a composi¢do genética global do individuo, contribuam
em conjunto para a formacdo do fenotipo clinico (SOARES, 2015). As alteragdes genéticas
incluem mutacGes novas e herdadas, polimorfismos e variantes do nimero de copias (GOH;
PETERSON, 2011).

A alta heterogeneidade genética do transtorno, com evidencias de envolvimento de
multiplos modelos de heranga, bem como as interacdes gene-ambiente, sdo fatores que
dificultam o esclarecimento do componente genético na etiologia do TEA (HOMS et al, 2016),
entretanto, foram identificadas alteragdes em diversos genes, em especial NLGN3 e 4,
NRXNIB, CNTN4, CNTNAP2 e SHANKS3 (GOH; PETERSON, 2011).

Doencas genéticas como a sindrome do X fragil, sindrome de Down e esclerose tuberosa
estdo associadas ao aumento do risco para TEA, que quando ocorre em conjunto a esses quadros
é denominado de autismo secundario (SADOCK; SADOCK, 2007). Genes relacionados ao
atraso mental, autossdmico ou ligado ao cromossomo X, também sdo frequentemente
observados em portadores do transtorno (RIBEIRO; FREITAS; OLIVA-TELES, 2013).

Em relacdo ao componente ambiental, uma série de fatores tem sido associada ao
desenvolvimento do TEA. O ambiente pré-natal, em especial, tem sido investigado por diversos
estudos, uma vez que o cérebro em desenvolvimento é extremamente suscetivel a problemas
causados por fatores ambientais, principalmente no primeiro trimestre da gestagdo
(LANDRIGAN, 2010).

Estudos retrospectivos tém relacionados fatores como doengas maternas como o
diabetes gestacional (LYALL et al, 2012; LI et al, 2016), episodios prolongados de febre
durante a gestacdo (ATLADOTTIR et al, 2012), uso de medicamentos como inibidores
seletivos da receptacdo de serotonina (HEALY; LE NOURY; MANGIN, 2016; GIDAYA et al,
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2014) e anticonvulsivantes, em especial o &cido valpréico (CHRISTENSEN et al, 2013),
infeccdo por virus como a rubéola (HUTTON, 2016), exposicdo a defensivos agricolas, em
especial os organofosforados (SHELTON et al, 2014), exposicao a polui¢do do ar (FLORES-
PAJOT etal, 2016) e ativacdo do sistema imunoldgico materno durante a gestacao por infecgbes
(MELTZER; WATER, 2016), com aumento do risco para TEA.

No periodo pos-natal os fatores ambientais, quando ocorrem em idade precoce, podem
desempenhar um papel de gatilho desencadeando o desenvolvimento do fenotipo do TEA em
individuos portadores da susceptibilidade genética. Quando ocorrem ap06s o desenvolvimento
do transtorno, podem ter impacto na gravidade dos sintomas e no resultado funcional do
individuo, agindo como fatores moduladores do fen6tipo (MANDY;; LA, 2016).

Complicacgdes de parto como hipdxia, sofrimento fetal, aspiracdo de mecénio, ictericia
e ocorréncia de lesdes e traumas tem sido associadas com maior incidéncia de TEA
(TORDJMAN et al, 2014), podendo se constituir gatilhnos ambientais para o desenvolvimento
da doenca. Além das complicacdes de parto, o tipo de amamentacgdo, tempo de amamentagéo
exclusiva e tempo total de amamentacdo também tém sido descritos como fatores capazes de
alterar o risco para TEA (SHAFAI et al, 2014; RAVI et al, 2016)

Entretanto, essas associacdes sdo preliminares e os estudos apresentam limitagdes
metodoldgicas, de maneira que a influéncia ambiental no desenvolvimento do TEA permanece
em grande parte desconhecida (ORNOY; WEINSTEIN-FUDIM; ERGAZ, 2016).

Em relacdo a neurobiologia do transtorno, os mecanismos do desenvolvimento anormal
do cérebro ndo sdo bem compreendidos, porém, estudos de necropsia, exames de imagem e
estudos com modelos animais tém fornecido informacdes importantes sobre as alteractes
relacionadas ao TEA (JOHNSON; BLUE, 2009).

Alteracbes anatdmicas incluem aumento de peso e volume cerebral atribuido ao
aumento da substancia branca, principalmente a coroa radiada e as fibras U, reducdo do corpo
caloso, aumento do cerebelo e nucleo caudado, alteragdes variaveis no volume da amigdala e
do hipocampo, altera¢des dos tratos de substancia branca em diversas regides relacionadas a
cognicdo, como o giro fusiforme, giro temporal superior, cortex pré-frontal ventromedial,
cingulado anterior e juncdo temporoparietal (GOH; PETERSON, 2011) e reducédo das células
de Purkinje cerebelares, o que pode estar associado com as anormalidades da atencéo e dos
processos sensoriais (SADOCK; SADOCK, 2007).

As caracteristicas comportamentais dos portadores de TEA sugerem a existéncia de
alteracdes no desenvolvimento dos neurdnios e transtornos das sinapses, como desordenamento

no circuito das areas neocorticais e limbicas especificas do cortex cerebral, o que poderia
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explicar os prejuizos nos dominios da interagdo social e da linguagem, e problemas nas
conexdes do tronco cerebral, do cerebelo, do tdlamo e dos génglios da base, que poderiam
explicar as anormalidades motoras, 0os comportamentos estereotipados e as alteracBes na
reatividade aos estimulos sensoriais (JOHNSON; BLUE, 2009).

Embora as vias pelas quais essas desordens neuronais e sindpticas ocorrem nao estejam
esclarecidas, achados em exames de neuroimagem como a tomografia por emisséo de positrons,
a tomografia computadorizada por emissao de féton Unico e a espectroscopia por ressonancia
magnética tém demonstrado anormalidades como niveis mais baixos de N-acetilaspartato
neuronal, alteragbes no metabolismo de colina e de creatinina, perfuséo cerebral reduzida,
anormalidades da sintese de serotonina e padrdes atipicos de ativacao cerebral durante tarefas
de processamento da face, linguagem e compreensdo emocional em portadores de TEA (GOH;
PETERSON, 2011).

Evidencias sugerem que possa existir ainda um componente imunolégico na patogenia
do transtorno (SADOCK; SADOCK, 2007). Disfunc¢Ges imunoldgicas ligadas a regulacdo de
linfécitos e citocinas e presenca de anticorpos antineuronais na circulacdo sistémica sdo
frequentemente observados em portadores de TEA (MELTZER; WATER, 2016).

Mustafa e Al-Ayadhi (2012) avaliaram a presenca de anticorpos antineuronais no plama
de criangas portadoras de TEA e relatara maior percentual de positividade em individuos com
autismo severo e em criangas do sexo feminino. Esses resultados podem ajudar a esclarecer a
maior prevaléncia de atraso cognitivo severo associado ao transtorno em meninas (SADOCK;
SADOCK, 2007). Goines et al (2016) encontraram resultados semelhantes em um estudo com
277 criangas portadoras de TEA. Os autores relataram correlacao significativa entre a presenca
de anticorpos plasmaticos reativos a proteinas neuronais com pior desempenho adaptativo e
comportamentos aberrantes mais pronunciados.

A despeito dessa gama de alteragdes, nenhum biomarcador foi identificado até o
momento, de maneira que o diagnostico do TEA é clinico, com base nas alteragdes
comportamentais (KLIN, 2006) relacionadas a prejuizos na interacdo social, linguagem e
comunicagdo (DUARTE et al, 2016).

O curso do transtorno é marcadamente heterogéneo, podendo ocorrer melhoras na
sintomatologia na adolescéncia, de forma que cerca de 15% dos individuos diagnosticados na
infancia ndo satisfazem os critérios para TEA na idade adulta, entretanto, no geral € um
transtorno debilitante, em que a maioria dos portadores ndo é capaz de exercer atividades
profissionais e cotidianas de maneira independente (GOH; PETERSON, 2011).
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Em relacdo ao tratamento, ndo ha cura. Intervengdes psicologicas e educacionais
precoces constituem a base do tratamento, que tem por objetivo intensificar comportamentos
socialmente apropriados, reduzir comportamentos indesejaveis e facilitar o desenvolvimento
cognitivo, social e afetivo. O tratamento farmacologico € utilizado em alguns casos como
adjuvante das estratégias psicopedagdgicas. Medicacdo antipsicotica tém se mostrado eficaz
em casos de agressividade severa e automutilagdo, inibidores seletivos e ndo seletivos de
serotonina sdo utilizados para auxiliar a reducdo de comportamentos perturbadores e o acido

valpréico vem sendo utilizado para reducdo da agressividade (GOH; PETERSON, 2011).

2.2 MODELOS ANIMAIS DO TRANSTORNO DO ESPECTRO AUTISTA

A complexidade do TEA, a grande variacao no fenétipo de apresentacao e a frequente
associacao a comorbidades constituem barreiras que dificultam sobremaneira a pesquisa do
disturbio, o que levou a necessidade do desenvolvimento de modelos animais
(SCHLIKMANN; FORTUNATO, 2013). Esses modelos experimentais permitem a
investigacdo de diversos fatores de risco, tanto ambientais quanto genéticos, bem como a
pesquisa de vias moleculares e mecanismos neurofisioldgicos envolvidos no transtorno, sendo
a compreensao desses aspectos essencial para o desenvolvimento de estratégias de prevencao e
de terapias eficazes (KIM et al, 2016).

A exposicdo gestacional ao acido valprdico (RODIER et al, 1996) é um dos modelos
animais mais antigos e mais utilizados para o estudo do autismo, sendo capaz de mimetizar as
principais caracteristicas do transtorno, como reducdo da sociabilidade, prejuizos na
comunicacgdo e apresentacdo de comportamentos estereotipados e repetitivos, além de aumento
da ansidade e na intensidade e duracdo das memorias relacionadas ao medo (CHOMIAK;
TURNER; HU, 2013).

Em 2007 foi desenvolvido o primeiro modelo genético para o estudo do TEA
(TABUSHI et al, 2007). Esse modelo, baseado em uma mutacdo no gene NLGN3, é capaz de
provocar reducdo da sociabilidade em camundongos. A partir dai surgiram diversos outros
modelos genéticos para o estudo do transtorno, um exemplo desse tipo de modelo é o
desenvolvimento de camundongos BTBR, que apresentam reducdo do comportamento social e
aumento de comportamentos repetitivos (CHADMAN, 2017). Outros modelos genéticos
incluem a utilizagdo de animais knockout para uma variedade de genes (YENKOYAN et al,
2017).
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Embora os modelos animais sejam capazes de reproduzir 0os comportamentos mais
relevantes relacionados ao TEA, dada a etiologia multifatorial e a grande variacdo fenotipica
do transtorno, nenhum modelo animal é capaz de reproduzir todos os aspectos moleculares,
celulares e comportamentais. Assim, se torna importante o desenvolvimento de modelos
experimentais variados, bem como as investigacGes paralelas em diversos niveis, como
genético, neurobioldgico e comportamental (SERVADIO; VANDERSCHUREN; TREZZA,
2015).

Nesse contexto, as evidéncias da participacdo do sistema imunoldgico nos transtornos
do neurodesenvolvimento levaram ao desenvolvimento dos modelos de ativagdo imune materna
(AIM), nos quais animais gestantes sdo expostas a um agente imunoestimulador em um periodo
gestacional especifico (ESTES; MCALLISTER, 2017). Uma grande diversidade de agentes
tém sido utilizada nesse modelo, incluindo virus como influenza e citomegalovirus
(YENKOYAN et al, 2017), porém, os dois imunoestimuladores mais utilizados sdo o acido
poliinosinico:policicitidilico (Polyl:C), que mimetiza uma infecgdo viral, e o LPS, que
mimetiza uma infeccdo bacteriana (ESTES; MCALLISTER, 2017).

O modelo de autismo induzido pela exposi¢do gestacional precoce ao lipopolissacarideo
(LPS) é um modelo novo, capaz de mimetizar as deficiéncias comportamentais basicas do TEA
como prejuizos na interagdo social, comunicacdo e cognicdo, além da presenca de

comportamentos repetitivos e restritos (KIRSTEN, 2012).

2.2.1 Modelos animais de ativacdo do sistema imune materno

A inflamacédo ndo esta relacionada somente com a resposta do organismo a agressoes,
mas também a estados fisioldgicos normais, como a gestacao (PALM et al, 2013; PETERSON
et al, 2008). Na gestacdo, o sistema imune sofre adaptacGes para ser capaz de proteger o
organismo materno e fetal, ao mesmo tempo em que tolera a presenca do feto (PRINS et al,
2018; KUMPEL; MANOUSSAKA, 2012; SVENSSON et al, 2011). Assim, ao contrario da
antiga concepcdo de se tratar de um estado de imunossupressao, na gestacdo o sistema
imunoldgico esta ativo, funcional e cuidadosamente regulado (MOR et al, 2011).

O sistema imune exerce um controle significativo dos eventos da gestacdo. Para que
ocorra a implantacdo do embrido no endométrio uterino, € necessaria a acao integrada de
diversas citocinas secretadas pelo endométrio e pelo embrido, entre elas a IL-6, IL-11, IL-1, IL-

18 e TNFa, que exercem uma acdo finamente regulada e equilibrada para obter o sucesso da
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implantacdo. Caso ocorra um rompimento desse controle, a gestacdo pode ser prejudicada
(MOURIK; MACKLON; HEIJNEN, 2009).

O trofoblasto, um dos primeiros anexos embrionarios, com func¢des na implantacao do
embrido e na constituicdo da parte embrionaria da placenta (MOORE; PERSAUD, 2008),
também exerce um papel imunologico. A presenca do trofoblasto € capaz de induzir a
diferenciacdo de mondcitos em macrofagos CD14+/CD16+, com maior capacidade de
fagocitose, bem como alta capacidade de secrecdo de citocinas (ALDO et al, 2014).

O proprio endométrio uterino, que na gestacdo é chamado de decidua (MOORE;
PERSAUD, 2008) desempenha funcbes imunoldgicas. A decidua apresenta uma populacdo
Unica de células imunes, que inclui uterine Natural Killer (uNK), cuja atividade é critica para
0 desenvolvimento e manutencdo da placenta, e macrofagos, relacionados com a renovacao
celular e o reparo dos tecidos (RACICOT et al, 2014).

No geral, tanto as células Natural Killer quanto macrofagos sdo altamente citotdxicas
quanto ativadas nos tecidos e na circulacdo, porém, durante a gestacdo essas células assumem
um perfil pré-gestacional, uma alteracdo relacionada a fatores modulatorios secretados pela
decidua, como a IL-10, e uma falha nesse processo regulatorio pode levar a prejuizos na
gestacdo (RACICOT et al, 2014). Um adequado balanco de células T regulatérias constituem
outro fator modulatdrio critico para a adaptacdo do sistema imunoldgico materno e manutengéo
da gestacdo (ROCCA et al, 2014; NG et al, 2002).

A placenta é considerada um 6rgao regulatério do sistema imunoldgico, sendo capaz de
influenciar o sistema imune materno, contribuindo com as altera¢cbes imunoldgicas que
permitem a manutencédo da gestacdo. Além de funcionar como um escudo que evita a ativacdo
do sistema imune materno contra o feto, pela auséncia do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) (BURTON; JAUNIAUX, 2015), a placenta também desempenha
um papel ativo na regulacéo, diferenciacdo e funcéo das células imunes maternas, criando um
perfil imunologico pro-gestacional (RACICOT et al, 2014).

O sistema imune desempenha também um papel fundamental na finalizacdo da
gestacdo. O periodo final a gestacdo ¢ marcado pelo aumento da sensibilidade imunoldgica da
decidua, levando a um evento pré-inflamatério que termina por desencadear o parto
(NORWITZ, 2015).

Com relagdo ao neurodesenvolvimento, o sistema imunoldgico exerce um papel critico.
A acdo de citocinas tém particular importancia para o desenvolvimento normal do cérebro fetal
(RATNAYAKE et al, 2013). As citocinas sdo responsaveis pela indugdo do neuroepitélio, pela

regulacao da auto-renovacéo das células da glia; exercem funcGes quimioatrativas, regulando a
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migracdo de neurdnios e modulando a localizacdo de trajetos de axonios, além de ter papel na
modulacgéo da vascularizacdo, na sobrevivéncia neuronal e na formagao e funcdo das sinapses
(DEVERMAN; PETTERSON, 2009).

E notavel, portanto, que uma atividade coordenada e regulada do sistema imunolégico,
da implantacdo do embrido ao parto, é essencial para a manutencdo da gestacdo e para o
desenvolvimento normal do feto. Isso indica que no periodo gestacional, existe uma estrutura
imunoldgica complexa e ativa, suscetivel a fatores capazes de romper o delicado equilibrio
estabelecido, de maneira que uma desorganizacdo na producéo de citocinas pode levar a falha
na implantagdo, perda da gestacdo e/ou complicagdes obstétricas (KWARK-KIM; GILMAN-
SACKS; KIM, 2005).

Os modelos animais baseados na ativacao do sistema imunoldgico materno se baseiam,
portanto, na premissa de que a presenca de um imunoestimulador, como o LPS, é capaz de
romper o balanco de citocinas na gestacéo e afetar o neurodesenvolvimento da prole (PRINS et
al, 2018).

Diversos estudos tém demonstrado alterages provocadas pela infeccdo no periodo
gestacional. Zavan et al (2015) avaliaram as alteracdes no controle imunoldgico uterino
provocadas pela administracdo de LPS em camundongos gestantes e encontraram reducdo no
namero de células uNK na decidua, com potenciais implicacdes no papel protetivo e regulador
que essas celulas desempenham.

Ning et al (2008), estudaram os niveis de TNFa na circulagio materna, liquido
amnidtico e cérebro fetal, apos a administracdo de LPS em camundongos gestantes no 17° dia
de gestacdo, e relataram aumento significativo. Os autores verificaram também a expressao
fetal de TNFa e ndo encontraram alteracdes, indicando que citocinas produzidas pelo organismo
materno sdo capazes de alcancar o cérebro fetal.

SimaQes et al (2018), analisaram as alteracdes relacionadas a administracdo de LPS em
ratas no 15° dia de gestacao e relataram aumento da permeabilidade da barreira placentaria e da
barreira hematoencefalica e aumento de citocinas pro-inflamatdrias no cérebro fetal. Os autores
concluiram que a ativacdo do sistema imune materno altera o ambiente fetal com possiveis
prejuizos no neurodesenvolvimento.

O’Loughlin et al (2017) encontraram resultados semelhantes. Os autores administraram
LPS em ratas no 12° dia de gestacdo e encontraram elevagédo de citocinas no cérebro fetal,
astrogliose e ativacdo da micréglia. Além disso, os autores analisaram o cérebro da prole
adolescente e relataram alteracdes na amigdala, uma area cerebral relacionada a expressao das

emoc0es e ao aprendizado emocional.
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A associacao entre essas alteragdes imunoldgicas provocadas pela ativagéo do sistema
imunolégico materno e disturbios do neurodesenvolvimento comegou a ser percebida a partir
de estudos epidemioldgicos que indicaram aumento na prevaléncia de TEA e esquizofrenia
apos epidemias de rubéola (SOLEK et al, 2018).

A partir desses achados epidemiolégicos, foram desenvolvidos os modelos animais de
ativacdo do sistema imunologico materno, e atualmente, a relacdo entre o risco para distirbios
do neurodesenvolvimento e infeccdo gestacional estda bem estabelecida na literatura
(HOWERTON; BALE, 2012; BALE et al, 2010; FATEMI et al, 2008; BUKA et al, 2001;
BEOWN et al, 2000).

Assim, a infec¢do no periodo pré-natal tem sido utilizada como modelo animal para o
estudo de neurodesordens como a esquizofrenia desde a década de 80 (MEYER et al, 2005).
Esse modelo animal também tem contribuido no estudo da doencga de Parkinson (CARVEY et
al, 2003), de desordens neuropsiquicas como depressdo e ansiedade (DEPINO, 2015; LIN;
WANG, 2014; ENAYATI et al, 2012; ASIAEI; SOLATI; SALARI, 2011; MARKHAM,;
KOENING, 2011), além do TEA, epilepsia e paralisia cerebral (STOLP, 2013).

2.2.2 Modelo animal de autismo por exposicéo gestacional ao LPS

A superficie externa de muitos microorganismos é composta de moléculas que nédo
ocorrem nos organismos pluricelulares hospedeiros, o que provoca, quando em contato com 0s
hospedeiros, uma forte resposta imunoestimuladora (ALBERTS, 2004). Uma dessas moléculas
é o0 LPS, encontrado no folheto externo da parede celular de bactérias gram-negativas, sendo
um constituinte fundamental para a funcdo de diversas proteinas da parede bacteriana
(BROOKS; BUTEL; MORSE, 2000).

O LPS é uma endotoxina constituida por um cerne polissacarideo, uma cadeia
polissacaridica lateral chamada Antigeno O e uma regido lipidica bifosforilada denominada
Lipideo A. O Lipideo A é o responsavel pela sua atividade imunoestimuladora (MURRAY;
ROSENTHAL; PFALLER, 2010). Quando em contato com o organismo animal, essa
endotoxina é reconhecida pelo organismo através de proteinas como a LBP (do inglés
lipopolysaccharide binding protein) ou proteina ligadora de LPS, a proteina CD14 que pode se
encontrar livre na circulagdo (sCD14) ou ancorada a membrana celular (mCD14) e a Proteina
Miel6ide Diferenciadora 2 (MD-2), também encontrada na forma livre ou ancorada a

membrana. Tanto o LBP quanto o CD14 e o MD-2 agem como proteinas auxiliares, transferindo
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0 LPS para receptores localizados na membrana celular denominados Toll-like 4 (TRL4)
(CRUZ-MACHADO, 2010).

A ativacdo dos receptores TRL4 é capaz de desencadear diversas vias de sinalizacao
que promovem a transcricdo de genes promotores de citocinas inflamatérias como IL-1, IL-6
e TNF-a, relacionadas a reacdo inflamatoria aguda. A producao dessas moléculas causada pela
exposicdo ao LPS desencadeia uma variada sinalizag¢do para células do sistema imunoldgico,
levando a uma resposta imunoldgica sistémica e generalizada (NIJLAND; HOFLAND;
STRIJP, 2014).

Embora o LPS néo seja capaz de atravessar a barreira hemotoencefalica em quantidades
significativas, a producdo das citocinas inflamatdrias pelas células imunes periféricas funciona
como um sinal para macréfagos e microglia iniciarem a secrecdo das mesmas citocinas no SNC
(SAH et al, 2011). Além disso, as citocinas periféricas podem atuar no SNC por outras vias,
como através da estimulacdo do nervo vago e da atuacdo direta em areas cerebrais desprovidas
de barreira hematoencefélica (MARQUES; CIZZA; STERNBERG, 2007). A neuroinflamacéo
provocada pela presenca de citocinas no SNC provoca alteragcdes na neurotransmissao, levando
a um padrdo de comportamento denominado sickness behavior ou comportamento doentio,
caracterizado por sintomas ndo especificos como prolongamento do sono, febre, reducdo da
ingestdo de agua e alimentos, reducao da mobilidade, ansiedade e depressdo (SAH et al, 2011).

Além disso, existe uma complexa integracdo entre 0s sistemas nervoso, imune e
enddcrino na resposta ao estresse, de maneira que a ativacdo do sistema imunologico acarreta
alteracdes enddcrinas importantes, especialmente no eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA),
assim como respostas do Sistema Nervoso Autonomo (DIMIANI; SOUSA; DAMIANI, 2006).

Em animais gestantes, o LPS ndo é capaz de atravessar a barreira placentaria e chegar
ao feto, entretanto, a ativacdo do sistema imune materno provoca a producdo placentaria de
citocinas inflamatorias. Tanto as citocinas produzidas pela placenta quanto as citocinas
presentes na corrente sanguinea materna sdo capazes de chegar ao feto em desenvolvimento
(ASHDOWN et al, 2006). Além da acdo das citocinas, as alteragdes hormonais maternas, em
especial no eixo HHA, também podem provocar alteracfes no desenvolvimento fetal
(HOWERTON; BALE, 2012). Dessa maneira, o LPS, embora ndo seja capaz de alterar
diretamente o desenvolvimento intra-uterino, pode provocar alteractes fetais mediadas pelas
respostas neuro-imune-endocrinas do organismo materno.

Em 2010, um estudo de Kirsten e colaboradores mostrou que a exposicao gestacional
ao LPS é capaz de reduzir o comportamento social na infancia e na vida adulta em ratos. Sendo

a alteracdo no dominio da interacdo social a caracteristica essencial e definidora do TEA (GOH;
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PETERSON, 2011), este estudo abriu a possibilidade do uso da ativacdo do sistema imune
materno pela administragdo de LPS como um modelo animal para o estudo do autismo.

De acordo com a 5% edicdo do manual de diagnostico e estatistica dos transtornos
mentais (DSM-5) da Associacdo Americana de Psiquiatria (APA, 2014), o diagnéstico do TEA
deve ser feito segundo trés critérios: presenca de deficitis na comunicacdo e na sociabilidade
(critério A), presenca de padrdes de comportamento restritos e repetitivos (critério B) e presenca
dos sintomas desde a infancia (critério C).

O trabalho de Servadio, VVanderschuren e Trezza (2015) teve por objetivo relacionar os
testes comportamentais capazes de detectar alteragcfes no comportamento de animais, de
maneira a satisfazer esses critérios e validar um modelo animal de TEA. Segundo o autores, 0
critério A pode ser avaliado com base no teste de vocalizacdo ultrassénica e no teste do
comportamento social de brincar (play behavior) e o critério B pode ser avaliado a partir de
testes em que o animal € colocado em uma arena e a frequéncia de um comportamento repetitivo
€ mensurada. J& o critério C é satisfeito se os testes forem realizados ainda na infancia.

Considerando esses critérios, a partir do trabalho pioneiro de Kirsten (2010), outros
estudos tém utilizado testes comportamentais para analisar a validade do modelo animal.

Com relacdo ao dominio da comunicagdo, Kirsten (2012) avaliou a prole masculina de
ratos submetidos ao LPS no periodo pré-natal e relatou redugdo no nimero de vocaliza¢des no
11° dia de vida. Baharnoori, Bhardwaj e Srivastava (2010) também avaliaram a comunica¢do
da prole exposta ao LPS gestacional e relataram reducdo no numero de vocalizacGes até o 6°
DPN.

Penteado et al (2014) analisaram a prole masculina submetida ao LPS pré-natal e
encontraram reducdo da preferéncia pelo odor do ninho na infancia, indicando prejuizos na
motivacao social desses animais. Vieira (2017) também analisou animais submetidos ao LPS
durante a gestacéo e relatou os mesmos resultados.

Kirsten et al (2015) relataram prejuizos na sociabilidade de animais expostos ao LPS no
periodo gestacional, tanto na infancia, com redugdo dos comportamento sociais no teste do
comportamento de brincar, como na idade adulta, com redugdo dos comportamentos sociais no
teste de interagdo social. Esses resultados, em conjunto com prejuizos na motivacao social,
demonstram as alterac6es no dominio da sociabilidade.

Zager, Mennecier e Palermo-Neto (2012) avaliaram a presenca de comportamentos
repetitivos em animais expostos ao LPS durante a gestacdo a partir da avaliagdo do tempo
despendido no comportamento de self grooming e relataram aumento significativo. Kirsten e

Bernardi (2017) encontraram resultados semelhantes, com aumento no tempo e frequéncia
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desse comportamento. Esses resultados demonstram que a exposi¢do pré-natal ao LPS foi capaz
de provocar prejuizos no dominio da flexibilidade comportamental.

Em conjunto, esses resultados indicam que 0 modelo de inducéo ao TEA por exposicao
gestacional ao LPS é capaz de mimetizar as principais alteracdes comportamentais do TEA em

humanos, bem como satisfazer os critérios de diagnostico propostos pelo DSM-5.

2.3 FATORES AMBIENTAIS POS-NATAIS NA MODULAGCAO DO FENOTIPO DO TEA

Evidencias sugerem que as caracteristicas do ambiente pos-natal, em especial
caracteristicas socioambientais, podem mediar a relagdo entre a susceptibilidade genética para
0 TEA presente ao nascimento e o desenvolvimento do fendtipo do transtorno, bem como
modular a severidade do fenotipo apresentado (MANDY'; LAI, 2016), uma vez que os fatores
ambientais na primeira infancia desempenham um papel significativo no desenvolvimento
cerebral (SHAFAI et al, 2014).

O fato de 15 a 25% dos individuos diagnosticados com TEA na infancia apresentaram
melhora na sintomatologia e ndo satisfazerem os critérios para o transtorno na vida adulta
(GOH; PETERSON, 2011) sugere uma significativa capacidade de fatores ambientais em
modular o fendtipo do transtorno.

Na Ultima década, os mecanismos pelos quais a susceptibilidade genética se relaciona
com o ambiente social tem sido alvo de investigacGes. Estudos retrospectivos (CHAWARSKA,;
MACARI; SHIC, 2013; JONES; KLIN, 2013; ELSABBAGH et al, 2012) tem suportado a
existéncia de um podromo ou conjunto de sinais anunciadores, apresentado nos primeiros meses
de vida, que inclui reducéo do contato visual e reducdo da atencéo para os olhos, reducédo da
atencdo para cenas sociais, desengajamento e comportamento infantil atipico, e se constitui um
marcador precoce do desenvolvimento do TEA (GREEN et al, 2015).

Esse podromo se traduz em tendéncia reduzida para procurar, responder e evocar
experiéncia social, de maneira que a propria crian¢a acaba por evocar menor interagdo social
ou evocar interacOes atipicas com seus cuidadores, o que pode influenciar o desenvolvimento
do fenotipo completo do TEA (MANDY:; LAI, 2016). Assim, as caracteristicas das interacdes
entre a crianga e seus cuidadores podem ser um fator importante no neurodesenvolvimento de
criangas que apresentam alto risco para TEA (WAN et al, 2012).

A possibilidade de o pédromo apresentado por criangas com alto risco para autismo, e
portanto portadoras de susceptibilidade genética, ser capaz de induzir alteracfes nas interacdes

sociais foi estudada por Wan et al (2012). Os autores avaliaram as interacfes entre pais e
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criangas com alto risco para TEA em comparacéo as interaces familiares de criancas de baixo
risco e relatam diferencas nas caracteristicas globais das interagdes como maior diretividade ou
tom de comando, menor reciprocidade e menor incentivo para a crianga conduzir a interacéao, o
que constitui um tipo de interacdo menos dinamica e com menor exigéncia de resposta da
crianga.

Embora a possibilidade de esse tipo de interacdo ser capaz de alterar o desenvolvimento
infantil ndo esteja esclarecida, o estudo demonstra que comportamentos associados a individuos
de alto risco para TEA podem ser capazes de induzir alteracbes no ambiente social.

Investigacdes realizadas com modelos animais tém contribuido para o esclarecimento
da relagdo entre neurodesenvolvimento e ambiente pos-natal. Brenes et al (2016) avaliaram os
efeitos do enriquecimento ambiental sensorial em ratos através da introducdo periddica de
objetos novos de diferentes materiais e formatos nas gaiolas e relataram aumento na vocalizagdo
e efeitos positivos na plasticidade neuronal e na performance cognitiva.

Esses resultados corroboram com os dados obtidos por Reynolds, Urruela e Devine
(2013), que avaliaram os efeitos do enriquecimento ambiental em ratos com comportamentos
repetitivos induzidos por um modelo experimental de autismo e relataram reducdo dos
comportamentos repetitivos e das estereotipias motoras.

Yang et al (2011) avaliaram o enriquecimento ambiental com base no aumento da
interacdo social. Os autores analisaram o efeito do compartilhamento de gaiolas entre
camundongos de alta performance social e camundongos portadores de déficits no dominio da
interacdo social induzidos por um modelo experimental de autismo. De acordo com os autores,
0 enriquecimento social do ambiente foi capaz de reverter as deficiéncias na sociabilidade nos
camundongos submetidos ao modelo de autismo.

Os resultados positivos obtidos nas pesquisas com modelos animais levaram a
elaboracdo de terapias de enriquecimento ambiental para criancas portadoras de TEA. Woo et
al (2015) analisaram os efeitos do enriquecimento ambiental sensorial e motor em um grupo de
criancas de 3 a5 anos portadoras de TEA em relacdo a criangas que recebiam tratamento padréo.
Os autores relataram que apos seis meses foram observados ganhos significativos na cognicéo,
declinio de respostas sensoriais atipicas e melhora na comunicacdo. Além disso, apds este
periodo 21% das criangas estudadas j& ndo atendiam mais aos critérios de diagndstico do
autismo cléassico.

A partir da significativa influéncia das alteracbes ambientais positivas no fenétipo do
TEA é possivel supor que alteragcdes negativas possam também exercer algum efeito modulador

na severidade do transtorno. Como enriquecimento sensorial tém demonstrado efeitos posivitos
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na modulagdo do TEA, o empobrecimento de estimulos sensoriais atraves do isolamento pode,
portanto, seguir o caminho oposto e se traduzir na exacerbacao do fendtipo.

Alguns trabalhos tém demonstrado que o estresse precoce induzido pelo isolamento
social é capaz de provocar alteragdes neuroquimicas e alteracdes na arquitetura neuronal que
levam & uma maior susceptibilidade aos transtornos do neurodesenvolvimento (REINWALD
et al, 2018; FONE; PORKESS, 2008).

Aisa et al (2007) avaliaram os efeitos da separacdo materna precoce em ratos e relataram
que os animais separados das mées durante 180 minutos diarios, do 2° ao 21° dia de vida
apresentaram comportamento semelhante a depresséo, prejuizos cognitivos e hiperatividade do
eixo hipotalamo-hipofise-adrenal frente a agentes estressores, com manutencao das alteracbes
na vida adulta.

Vargas et al (2016) estudaram os efeitos do isolamento social por 180 minutos diarios
nos primeiros 14 dias de vida em ratos e encontraram resultados semelhantes, com hiper-
reatividade do eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenal em ratos submetidos ao isolamento social,
apresentacdo de comportamentos do tipo-depressivos e alteragdes metabolicas como ganho de
peso corporal, aumento da glicemia e aumento dos niveis de insulina.

Alguns trabalhos apresentaram evidéncias de que o isolamento social precoce é capaz
de provocar o desenvolvimento de comportamentos associados ao TEA. Wu et al (2014)
investigaram os efeitos do isolamento no comportamento de ratos adultos e relatam que o
isolamento do filhote durante uma hora por dia nos nove primeiros dias de vida foi capaz de
induzir comportamentos do tipo-autista na prole, com prejuizos na sociabilidade e apresentacdo
de comportamentos repetitivos. Além disso, o isolamento também esteve associado ao
desenvolvimento de comportamentos do tipo-ansioso, comportamentos do tipo-depressivo e
alteracdes neurologicas, com prejuizos na neurogénese e desordens sinapticas no hipocampo.

Bahi et al (2016) estudaram os efeitos do isolamento por 90 minutos entre 0 1°e 0 11°
dia de vida e também relataram o desenvolvimento de comportamentos do tipo-autista nos
animais isolados, com reducéo da sociabilidade e aumento de comportamentos repetitivos. Tan
et al (2018) analisaram ratos submetidos ao isolamento social durante 1 hora diariamente entre
0 1°e 0 9° DPN e encontraram 0s mesmos resultados.

A literatura suporta, portanto, uma relacdo entre o isolamento precoce e o TEA, porém,
nédo foram encontrados estudos que tenham investigado os efeitos do isolamento em animais ja
susceptiveis ao desenvolvimento de comportamentos do tipo-autista. Como o transtorno tém

etiologia multifatorial, com provavel envolvimento de multiplos fatores de risco (MANDY;
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LAI, 2016), € necessario investigar se fatores diferentes, como a infec¢do gestacional e o
ambiente pos-natal pobre em estimulos, podem interagir e alterar o fen6tipo do transtorno.
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3 JUSTIFICATIVA

Cerca de meio milhdo de pessoas sdo portadoras de TEA no Brasil (LEAL et al, 2015),
e o distarbio ocupa o terceiro lugar entre os transtornos de desenvolvimento mais frequentes
(SHMIDT, 2012). E uma condicéo debilitante, associada a alto grau de dependéncia familiar
e/ou institucional durante toda a vida (GOH; PETERSON, 2011).

Do ponto de vista familiar, o transtorno implica em sofrimento psiquico, mudancas na
dindmica familiar e dificuldades de diversas ordens, pela necessidade de mobilizar tempo e
recursos financeiros nas terapias, que frequentemente envolvem diversos profissionais entre
educadores e profissionais da saude (ANDRADE e TEODORO, 2012).

Em relacdo ao impacto publico, o acolhimento do individuo portador de TEA e suas
familias implica no estabelecimento de uma ampla rede de apoio que envolve servigos de saude
em diversos niveis de atencdo (LIMA et al, 2014). Embora ndo existam dados brasileiros a
respeito do impacto financeiro do TEA, dados internacionais sugerem um alto custo, tanto para
as familias quanto para as instituicdes publicas. Um levantamento americano realizado em 2012
estima que o custo total anual para suprir as necessidades especificas de um individuo portador
do transtorno se situa entre 40.000 a 60.000 ddlares (AUTISM SPEAKS, 2012).

A compreensdo do transtorno, em seus aspectos etiolégicos e fisiopatoldgicos €
indispensavel para o desenvolvimento de estratégias efetivas de prevencdo e manejo da
susceptibilidade genética, bem como para o desenvolvimento de terapias mais eficazes na
melhora da sintomatologia. Assim, 0s estudos que visem investigar o TEA sdo extremamente
necessarios.

Os modelos animais se constituem uma importante ferramenta para a investigacdo do
transtorno (SCHLIKMANN; FORTUNATO, 2013). Nenhum modelo entretanto, é capaz de
mimetizar todas as caracteristicas do TEA, dada a sua complexidade, heterogeneidade e
multiplicidade de possiveis fatores etiologicos, de maneira que o desenvolvimento de modelos
diversificados € necessario. Nesse sentido, a pesquisa do modelo animal pela exposicdo materna
ao LPS (KIRSTEN, 2012) é de grande importancia, por se tratar de um modelo novo e pouco
estudado.

O estudo das alteracbes ambientais poOs-natais negativas como o isolamento é
necessario, uma vez que, ao contrario dos estudos a respeito do enriquecimento ambiental, ndo
existem estudos que esclarecam se o empobrecimento ambiental e a reducdo dos estimulos

sensoriais podem exercer algum efeito modulador sobre o TEA.
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A maioria dos possiveis fatores etiolégicos e moduladores da expressédo do fenédtipo do
TEA como susceptibilidade genética, infeccbes pré-natais, exposicdo a defensivos agricolas,
entre outros, ndo sao passiveis de modificacdo por parte das familias e profissionais de salde.
Nesse sentido, a compreensdo dos efeitos do ambiente pds-natal, em especial do ambiente
social, tem um grande potencial de impacto nas terapias de controle da sintomatologia, uma vez

que estdo ao alcance de familiares e profissionais.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Analisar as alteragdes comportamentais de ratos submetidos ao modelo experimental de
autismo pela exposi¢cdo ao LPS durante a gestagdo e ao empobrecimento ambiental pos natal

através do isolamento.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar as alteracdes nos trés dominios afetados pelo TEA (comunicacdo, interacdo
social e flexibilidade comportamental) em ratos submetidos ao modelo experimental de
autismo pela exposicdo materna ao LPS durante a gestacdo, com desenvolvimento pés-
natal em ambiente normal e em ambiente empobrecido por isolamento;

b) Avaliar a existéncia de comportamento do tipo ansioso e alteracbes na cognicéo,
comorbidades associadas ao TEA, em ratos submetidos ao modelo experimental de
autismo pela exposicdo materna ao LPS durante a gestacdo, com desenvolvimento pés-
natal em ambiente normal e em ambiente empobrecido por isolamento;

c) Avaliar a existéncia de alteragcfes no comportamento materno durante a lactacdo em
ratas submetidas a administracdo de LPS durante a gestacdo, em contato continuo com
a prole e submetidas ao isolamento da prole;

d) Avaliar alteragdes na resposta ao estresse e no eixo HHA em ratos submetidos ao
modelo experimental de autismo pela exposi¢do materna ao LPS durante a gestacao,
com desenvolvimento p6s-natal em ambiente normal e em ambiente empobrecido por

isolamento.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 ANIMAIS

Foram utilizadas 40 ratas Wistar, pesando cerca de 200 gramas e 20 ratos Wistar com
idade de 8 semanas, os quais foram alojados em gaiolas e mantidos em condicOes padrdes de
iluminacdo (ciclo claro/escuro de 12 horas), temperatura de + 22,1°C, umidade de 65%, com
livre acesso a ragdo e agua.

Os animais foram colocados em gaiolas para acasalamento (2 fémeas para 1 macho em
cada gaiola) até a deteccdo de espermatozoides no esfregaco vaginal, sendo considerado o dia
da deteccdo como o dia zero da gestacdo (DG 0). Apo6s o acasalamento, as fémeas foram
acondicionadas em gaiolas e mantidas em condicdes padrdes de iluminacao (ciclo claro/escuro
de 12 horas), temperatura de + 22,1°C, umidade de 65%, com livre acesso a ragdo e agua.

Cerca de 24 horas ap0s o0 parto as ninhadas foram padronizadas em oito filhotes, quatro
machos e quatro fémeas. Foram obtidos um total de 320 filhotes, 160 fémeas e 160 machos. A
prole foi desmamada aos 21 dias de vida e os animais acondicionados em gaiolas, com um
limite de 4 animais por gaiola, separados por sexo, nas mesmas condic¢es de iluminacéo,
temperatura, umidade e acesso a racao e dgua, onde foram mantidos até a idade adulta.

Todos os procedimentos envolvendo animais estavam de acordo com a Comissdo de
Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG) (aprovados com
Protocolo n°® 56/2016) e com a diretriz brasileira para o cuidado e a utilizacdo de animais pra
fins cientificos e didaticos (MINISTERIO, 2013). Enfatiza-se que todo o esforco foi feito para
minimizar o sofrimento animal, e o delineamento experimental foi realizado considerando a
utilizacdo de um numero minimo de animais necessario para obtencdo de dados cientificos

fidedignos.

5.2 SUBSTANCIAS UTILIZADAS

Neste trabalho foram utilizados lipopolissacarideo (LPS) e solucéo aquosa de cloreto de
sodio esteril a 0,9%. O LPS foi obtido a partir de Escherichia coli, sorotipo 026:B6, marca
Sigma-Aldrich. Foi previamente dissolvido em solucdo aquosa de NaCl estéril a 0,9% e
estocado em aliquotas de 10 mg/ml. A dilui¢do para a administragdo intraperitoneal nas ratas
gestantes foi feita imediatamente antes da administragdo, também em solucéo aquosa de NaCl

estéril a 0,9%.
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5. 3 MODELO EXPERIMENTAL DE AUTISMO

A inducdo ao modelo experimental de autismo foi realizada pela administracéo
intraperitoneal de LPS na concentracdo de 500ug/kg de peso, diluido em solucdo aquosa de
NaCl estéril a 0,9% (50ug de LPS por ml de solucéo salina) no décimo sexto dia de gestacgéo.

Foi utilizado o 16° DG porque esse periodo da gestacdo em ratos é correspondende ao
segundo trimestre de gestacdo em humanos e a ativacao do sistema imune materno nesse ponto
da gestacdo esta relacionada ao desenvolvimento de anormalidades cerebrais e
comportamentais (GHIANI, 2011). A dose utilizada foi definida com base em um estudo prévio
realizado neste laboratério, que identificou que a dose de 500ug/kg foi capaz de induzir o
comportamento doentio nas ratas gestantes (VIEIRA, 2017).

Os animais do grupo controle receberam volume equivalente de solucéo aquosa de NaCl

esteril a 0,9%, também por via intraperitoneal, no décimo sexto dia de gestagao.

5.4 EMPOBRECIMENTO AMBIENTAL POR ISOLAMENTO

A partir do segundo dia ap6s 0 nascimento, os animais foram retirados da caixa-moradia
da ninhada e gentilmente colocados em uma incubadora de isolamento, dotada de 64 espacos
individuais de 10 x 10 centimetros, onde foram mantidos em condicdes padrdes de iluminacéo,
temperatura de 30°C mantida por um termostato e umidade de 65%. Esse procedimento foi
realizado diariamente, com duragdo de 3 horas (9:00h — 12:00h), durante 14 dias (entre os dias
de vida 2 e 16).

Fotografia 1 — Incubadora com nichos individualizados utilizada
para o isolamento dos animais.

Fonte: Da autora.
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5.5 GRUPOS EXPERIMENTAIS

As fémeas gestantes foram separadas em dois grupos:
a) Grupo Salina, composto por 20 animais, que receberam solucédo salina no
décimo sexto dia da gestacao.
A prole deste grupo, padronizada em 8 animais, 4 machos e 4 fémeas, foi
dividida em dois grupos:
- Grupo Controle, composto por 80 animais, 40 machos e 40 fémeas.
- Grupo ISO, composto por 80 animais, 40 machos e 40 fémeas, que

foram submetidos ao empobrecimento ambiental por isolamento.

b) Grupo LPS, composto por 20 animais, que receberam injecdo de LPS no
décimo sexto dia da gestacdo, conforme o modelo experimental de autismo.
A prole, padronizada em 8 animais, 4 machos e 4 fémeas, foi dividida em
dois grupos:
- Grupo LPS, composto por 80 animais, 40 machos e 40 fémeas
- Grupo LPS + 1SO, composto por 80 animais, 40 machos e 40
fémeas, que foram submetidos ao empobrecimento ambiental por

isolamento.

Figura 1 — Grupos experimentais.

Fémeas Salina Fémeas LPS
| |

COD ‘\ ‘;:\‘ ) A
G ) Xy
Prolendio  Prole isolada — Prole ndo Prole isolada —
isolada — Grupo Grupo ISO isolada — Grupo Grupo LPS +
Controle LPS ISO

Fonte: Da autora.

Para avaliar os efeitos gerais da administragdo gestacional de LPS na prole, as fémeas
do grupo LPS que perderam peso nas 24 horas subsequentes a administracdo de LPS foram
separadas em um grupo adicional de fémeas consideradas responsivas (LPS-R). Os animais que
apresentaram ganho de peso apds administracdo de LPS foram considerados animais hipo-

responsivos (LPS-HR).



5.6 TESTES COMPORTAMENTAIS

Os testes comportamentais foram realizados em trés etapas:
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a) Testes realizados com ratas adultas, gestantes ou lactantes. Os testes foram

comportamento doentio materno, composto por campo aberto, avaliacdo da

ingestdo alimentar e avaliagdo da alteracdo do peso corporal, realizado com

as ratas prenhes; e avaliacdo do comportamento materno, realizado com as

ratas lactantes entre os dias de lactacdo 2 e 20;

b) Testes realizados com filhotes, entre os dias de vida 13 e 32. Os testes foram

vocalizagdo, homing response, campo aberto, labirinto em cruz elevado,

vocalizacdo ultrassonica, tAbua de buracos e play behaviour;

c) Testes realizados com animais adultos, entre os dias de vida 66 e 82. Os testes

foram labirinto em cruz elevado, labirinto aquatico de Morris, teste de

interacdo social e exposicao ao odor de gato. Apos cada teste comportamental

realizado com as fémeas adultas, foi realizado um esfregaco vaginal para a

deteccdo da fase do ciclo reprodutivo. Além dos testes comportamentais, na

etapa Il foi realizada também a avaliacdo do peso da glandula adrenal dos

animais adultos.

Figura 2 - Procedimentos e experimentos que foram realizados na Etapa |.
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Fonte: Da autora.
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Figura 3 — Experimentos que foram realizados na Etapa Il.

Ninhada — 8 animais

L

5‘
T T T
Campo aberto Vocalizagdo Play behavior Tébua-de-
Labirinto em ultrassonica buracos
cruz elevado Homing
response

Fonte: Da autora.

Figura 4 — Experimentos que foram realizados na Etapa IlI.
Ninhada — 8 animais
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Figura 5 - Cronograma de realizag@o dos experimentos realizados com a prole.
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5.6.1. Comportamento doentio materno



39

5.6.1.1. Avaliacéo da ingestédo alimentar e da alteragéo de peso corporal

Imediatamente ap6s a administracdo de LPS ou solugdo salina, no décimo sexto dia de
gestacdo, foi realizada a pesagem da racdo disponibilizada em cada caixa-moradia. Apos 24
horas foi realizada uma nova pesagem, obtendo-se assim o consumo de ragdo no periodo. A
alteracdo do peso corporal foi verificada pela pesagem dos animais imediatamente antes da
administracdo de LPS ou solucéo salina e 24 horas depois.

A resposta inflamatdria sistémica pode levar ao comprometimento da regulacao
fisiologica do balango energético, causando anorexia e perda de peso (OGIMOTO; HARRIS;
WISSE, 2006). Sendo a anorexia um proeminente componente da fase aguda da resposta
imunoldgica sistémica ao LPS (KOPF et al, 2010), a quantidade de alimento consumido e a
alteracdo de peso nas primeiras 24 horas ap6s a administracdo de LPS sdo indicadores da

ativagdo do sistema imunoldgico materno.

5.6.1.2 Campo aberto

A reducdo da atividade motora e a letargia fazem parte do padrdo comportamental
caracteristico resultante da resposta imunoldgica aguda (MAES et al, 2012), podendo ser
utilizados como um indicador da ativacdo do sistema imunolégico materno. Este teste teve por
finalidade avaliar a atividade motora voluntéria dos animais.

Duas horas apds a administracdo de LPS ou soluc¢do salina, os animais gestantes foram
colocados no centro de uma arena circular de 60 centimetros de didmetro, com paredes
transparentes de 30 centimetros de altura, previamente limpa com solugdo agua/alcool a 5%. O
teste teve duracdo de 5 minutos, e a analise foi automatizada, realizada pelo software
Ethovision® (Ethovision; Noldus Information Tecnology, Leesburg, VA, EUA), e foram
avaliados os parametros: distancia percorrida pelo animal e tempo de imobilidade (GOULD;
DAO; KOVACSICS, 2009).
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Fotografia 2 — Aparato para o teste do campo aberto.
/ , | B e

Fonte: Da autora.

5.6.2 Comportamento Materno

Este teste teve por objetivo verificar se a ativacdo do sistema imunolégico materno
durante a gestacao e/ou o isolamento da filhotes levam a alteracdes nos cuidados com a prole.
A metodologia utilizada foi adaptada de Costa, Vilela e Giusti-Paiva (2013).

Os comportamentos maternais e ndo maternais das ratas lactantes foram registrados
diariamente entre 8h e 9:30h e entre 15:30h e 17h, totalizando trés horas de observacéo por dia.
Durante cada periodo o registro foi feito a cada trés minutos, resultando em 31 observacgdes por
periodo, e 62 observacgdes diarias. O experimento foi conduzido por 19 dias, entre os dias de
lactacdo 2 e 20.

Os comportamentos maternais avaliados foram: lamber os filhotes, se manter sobre os
filhotes em posicdo arqueada (cifose), se manter sobre os filhotes em posi¢cdo ndo arqueada,
posicao passiva com exposi¢cdo das mamas, atividades de construcdo do ninho e self grooming.
Os comportamentos ndo maternais avaliados foram: exploracdo do ambiente sem contato com
os filhotes, auséncia de contato com os filhotes sem exploragdo do ambiente ou dormindo e
atividades de alimentacéo.

Foi obtida a porcentagem observada de cada comportamento em relacdo ao
comportamento total, dividindo-se o total de cada parametro pelo nimero total de observacdes

e multiplicando o valor resultante por 100.
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5.6.3 Vocalizacao ultrassonica

A vocalizacdo emitida por filhotes de ratos quando separados de suas mées indica
solicitacdo por interacdo materna, bem como € um indicador de emocdo e apego (SPENCE et
al, 2016). Este teste teve por finalidade, portanto, detectar alteracbes na comunicagdo e na
interacdo social. No 13° dia de vida um macho e uma fémea de cada ninhada foram isolados
individualmente por 10 minutos. Apds o periodo de isolamento cada animal foi imediatamente
colocado no aparato, composto por uma caixa dotada de microfone capaz de captar a
vocalizacdo emitida. O teste teve duracdo de trés minutos. A limpeza do aparato antes e depois
de cada teste foi realizada com solug&o de adgua/alcool a 5%.

Fotografia 3 - Estacéo utilizada para o teste de vocalizacdo ultrassénica.

Fonte: Da autora.

5.6.4 Homing response

Este teste foi utilizado para avaliar a memoria e performance social. A metodologia
utilizada foi adaptada de Schneider e Przewlocki (2005), e é capaz de detectar a capacidade de
reconhecimento da maravalha materna e a motivacdo de busca do ninho a partir de dicas
sensoriais, como o olfato.

No 13° dia de vida um macho e uma fémea de cada ninhada foram isolados
individualmente durante 30 minutos. Apos esse periodo, cada animal foi imediatamente
transferido para o aparato, composto por uma caixa moradia com as dimensdes 40x32
centimetros e 20cm de altura, com trés quartos do piso recobertos por maravalha nova, de odor
neutro e um quarto recoberto com maravalha retirada do ninho. Para isso, a maravalha foi

mantida na caixa moradia em contato com a méae e a ninhada durante 6 dias.



42

O animal teste foi colocado na extremidade oposta a maravalha do ninho, com a cabeca
voltada para a parede da caixa. O teste teve duracdo total de 3 minutos, e foram avaliados os
parametros: tempo de laténcia para alcancar a maravalha do ninho e nimero de saidas da

maravalha do ninho em direcdo a maravalha de odor neutro.

Fotografia 4 — Caixa moradia preparada para o teste
de homing response, contendo % de maravalha limpa

1 . .
e — de maravalha proveniente do ninho.

Fonte: Da autora.

5.6.5 Campo aberto

Este teste teve por finalidade verificar o desempenho motor dos animais e foi realizado
em duas etapas. Na etapa |1, o teste foi feito no 26° dia de vida, com um macho e uma fémea de
cada ninhada. Os animais foram colocados no centro de uma arena circular de 60 centimetros
de diametro, com paredes transparentes de 30 centimetros, previamente limpa com solucdo de
agua/alcool a 5%. Na etapa 11, o teste foi feito com os animais adultos, um macho e uma fémea
de cada ninhada. Os animais foram colocados no centro de uma arena quadrada de 60 x 60
centimetros, também com paredes transparentes.

O teste teve duracdo de 5 minutos e a analise dos resultados foi automatizada, realizada
pelo software Ethovision®. Foram avaliados os parametros: distancia percorrida pelo animal e
tempo de imobilidade (GOULD; DAO; KOVACSICS, 2009). Foi avaliado também o nimero
de vezes em que o animal realizou o comportamento de self grooming. Essa analise foi feita
manualmente e teve por objetivo avaliar a flexibilidade comportamental e a existéncia de
comportamentos do tipo ansioso nos animais, uma vez que o numero de self grooming pode

indicar a presenca de comportamentos estereotipados e repetitivos, tipicos do TEA
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(SILVERMAN et al, 2010), bem como pode indicar ansiedade (NUNES, PEZZATO;
HOSHINO, 2012).

Fotografia 5 — Aparato utilizado no teste de
campo aberto da prole adulta.

[Sae 7

Fonte: Daautora.
5.5.6 Play Behavior

Este teste foi utilizado para avaliar a performance social dos animais na adolescéncia.
A metodologia utilizada foi adaptada de Terranova e Laviola (2005). Foi utilizado um aparato
quadrado, de vidro transparente, de 40 centimetros de largura e 50 centimetros de altura, com
piso recoberto por cerca de 2 centimetros de maravalha. No 28° dia de vida um macho e uma
fémea de cada ninhada foram isolados em caixas individuais durante trés horas e trinta minutos.
Apdbs esse periodo, dois machos e duas fémeas de cada grupo, provenientes de ninhadas
diferentes, foram confrontados no aparato. O teste teve duracdo de 15 minutos e a performance
social foi avaliada através da quantificagcdo dos seguintes parametros: tempo de farejamento do
outro animal, tempo de perseguicdo ao outro animal, frequéncia em que um animal se deita
expondo o0 ventre para o parceiro (pinning), frequéncia em que um animal monta o parceiro,
solicitando a brincadeira (poucing) e frequéncia em que o animal passa sobre ou sob o parceiro.
A frequéncia total de comportamentos sociais foi obtida pelo somatoério da frequéncia de
pinning, poucing e passagens sobre/sob o parceiro.

No dia anterior ao teste todos os animais foram colocados individualmente no aparato
durante 10 minutos para livre exploracdo. A ambientacdo no aparato teve por objetivo reduzir
0 comportamento exploratorio da arena de maneira a nao interferir no comportamento social.

As caixas-moradias permaneceram na sala do teste nas 24 horas precedentes para ambientacéo.
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Fotografia 6 — Caixa de vidro preparada para o teste do
comportamento de brincar.

Fonte: Da autora.

5.6.7 Labirinto em cruz elevado

O teste teve por objetivo verificar a existéncia de comportamento do tipo-ansioso, e foi
realizado em duas etapas: na etapa Il com a prole adolescente (30° dia de vida), e na etapa I,
com a prole adulta (machos no 76° dia de vida e fémeas no 77° dia de vida). Um macho e uma
fémea de cada ninhada foram colocados em um aparato elevado a 50 centimetros do solo,
dotados de dois bragos abertos e dois bragos fechados de 50 centimetros de extensdo, unidos
por uma plataforma central.

O teste teve duracgdo de 5 minutos (WILCONSON et al, 2007), e foi avaliado o tempo
de permanéncia nos bragos abertos e o tempo de permanéncia nos bracos fechados. Um
aumento do tempo despendido nos bragos fechados ou redugdo do tempo despendido nos bracos
abertos séo considerados indicadores de ansiedade (DAWSON; TRICKLEBANK, 1995). A
analise foi automatizada, realizada pelo software Ethovision® (Ethovision; Noldus Information
Tecnology, Leesburg, VA, EUA).
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Fotografia 7 — Aparato
preparado para o teste do
labirinto em cruz elevado.

Fonte: Da autora.

5.6.8 Tabua-de-buracos

Este teste foi utilizada para avaliar o comportamento exploratério. Foi utilizado um
aparato quadrado, de vidro transparente de 40 centimetros de largura e 50 centimetros de altura,
dotado de uma placa quadrada com 16 buracos de trés centimetros cada posicionada 15
centimetros acima do piso da caixa. No 32° dia de vida um macho e uma fémea de cada ninhada
foram colocados individualmente no aparato durante 5 minutos. A analise foi feita a partir da
quantificacdo do nimero de mergulhos nos buracos da placa (DOUKKALI et al, 2015). Foram
considerados os mergulhos em que a cabeca do animal penetrou no buraco até a base das
orelhas.

No dia anterior ao teste cada animal foi colocado no aparato sem a placa de buracos

durante 10 minutos para a ambientag&o.
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Fotografia 8 — Aparato preparado
para o teste da tabua-de-buracos.

Fonte: Da autora.

5.6.9 Labirinto aquatico de Morris

Este teste foi utilizado para avaliar a aquisicdo de memoria e cognicdo espacial. A
metodologia utilizada foi adaptada de Batinic et al (2016).

Foi utilizado um tanque circular, de cor azul, com as dimensdes de 90 centimetros de
diametro e 50 centimetros de altura, com uma plataforma de acrilico transparente de 35
centimetros de altura, com uma plataforma superior circular de 13 centimetros de diametro. O
tanque foi preenchido com &gua até que a plataforma estivesse submersa dois centimetros
abaixo da linha d’agua. Para a completa invisibilizacdo da plataforma foram utilizados 2 gramas
de corante alimenticio azul e 200 gramas de amido de milho, de maneira que a agua adquiriu a
mesma coloracdo do tanque. Um macho e uma fémea adultos (a partir da 92 semana de vida) de
cada ninhada passaram por uma etapa de treinamento durante 5 dias. O treinamento consistiu
em quatro ensaios diarios com tempo maximo de 120 segundos cada ensaio e intervalo de 60
segundos entre um ensaio e outro. Quando o tempo maximo do ensaio foi atingido sem que o
animal encontrasse a plataforma, o animal foi guiado até ela. O tempo de permanéncia na
plataforma foi de 15 segundos. O tempo de laténcia despendido por cada animal para alcancar
a plataforma em cada ensaio nos cinco dias da etapa de treinos foi registrado.

O teste foi conduzido 24 horas apds o ultimo treino e consistiu em um Gnico ensaio, com
duracdo de 60 segundos, sem a presenca da plataforma no tanque. A analise foi automatizada,
realizada pelo software Ethovision® (Ethovision; Noldus Information Tecnology, Leesburg,

VA, EUA), e foram analisados os seguintes parametros: distancia percorrida pelo animal,
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laténcia para alcancar o local onde se encontrava a plataforma durante os treinos e tempo de

permanéncia no quadrante em que estava a plataforma durante a etapa de treinamento.

Fotografia 9 — Aparato utilizado no teste do
labirinto aquatico de Morris.

Fonte: Da autora.

5.6.10 Exposicdo ao odor de gato

Este teste objetivou avaliar a resposta comportamental do animal a um estimulo
aversivo. A metodologia utilizada foi adaptada de Orte (1999) e Kirsten et al (2011). Foi
utilizado um aparato composto por duas caixas moradias com de 38 x 32 centimetros e 20
centimetros de altura, posicionadas uma ao lado da outra, com piso forrado por cerca de 2cm
de maravalha nova de odor neutro e uma tampa de vidro transparente de 90 x 50 centimetros.
Um abrigo branco opaco de isopor de 22 x 14 centimetros foi fixado em cada extremidade da
tampa, de maneira que entre 0 abrigo e 0 piso da caixa permaneceu um espago de 6 centimetros
para livre movimentacao do animal. No lado oposto dos abrigos, foi fixado na parede das caixas
um pedaco de tecido de algodao cru (18cm x 22cm) impregnado ou ndo com odor de gato. Foi
feita uma marcag&o na tampa de vidro correspondente a uma distancia de 5cm do tecido, de
maneira permitir a visualizacéo e quantificacdo do nimero de vezes que o animal se aproxima
do tecido e o tempo de permanéncia proximo ao tecido.

A obtencéo do odor de gato foi realizada pelo esfregaco vigoroso do tecido umedecido
contra os pelos de um gato doméstico adulto durante cinco minutos uma hora antes do teste. O
tecido impregnado com o odor de gato foi mantido em um recipiente plastico vedado até o
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momento do teste. O experimento foi realizado com um macho e uma fémea de cada ninhada,
adultos (a partir da 92 semana de vida) e foi composto por 3 fases:

e Ambientacdo: cada animal foi colocado no aparato contendo de odor neutro
durante 15 minutos por 3 dias consecutivos. O ultimo dia de ambientagdo foi
registrado em video, e os resultados dos animais controle expostos ao odor
neutro foram utilizados para formar o grupo Neutro.

e Estimulo olfatério aversivo: cada animal foi colocado no aparato contendo
tecido impregnado com odor de gato. O teste ocorreu 24 horas ap6s o Ultimo dia
de ambientacdo e teve duracdo de 15 minutos.

e Contexto: cada animal foi colocado novamente no aparato contendo tecido de
odor neutro. O teste ocorreu 24 horas apds o teste do estimulo olfatério e teve
duracdo de 15 minutos.

A andlise foi feita a partir da quantificacdo dos seguintes parametros: tempo de
permanéncia no abrigo, nimero de aproximacdes do tecido e tempo de permanéncia préximo

ao tecido.

Fotografia 10 — Aparato preparado para o teste de exposicdo ao odor de

Fonte: Da autora.

5.6.11 Teste de interagéo social

Este teste teve por objetivo avaliar a performance social dos animais adultos (112 semana
de vida). A metodologia utilizada foi adaptada de Cruz e Landeira-Fernandes (2012).

Foi utilizada uma arena quadrada de 60 x 60 centimetros, com piso recoberto por cerca
de 3cm de maravalha. Um macho e uma fémea de cada ninhada foram previamente isolados
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por um periodo de 3 horas e trinta minutos em caixas individuais. Ap6s o periodo de isolamento,
dois animais de cada grupo foram colocados na arena durante 15 minutos.

Para a formacdo das duplas de teste, os animais foram pesados e pareados de acordo
com o peso. Nos trés dias precedentes ao teste cada animal foi colocado na arena durante 10
minutos para livre exploragdo com o objetivo de ambienta-los ao aparato para reduzir o
comportamento exploratério que poderia interferir no comportamento social. A analise foi feita
a partir da quantificacdo dos seguintes critérios: tempo de farejamento do outro animal, tempo
de perseguicdo ao outro animal, frequéncia em que um animal se deita expondo o ventre para
0 parceiro (pinning), frequéncia em que um animal monta o parceiro (poucing), e frequéncia
em que um animal passa sobre/sob o parceiro. A frequéncia total de comportamentos sociais
foi obtida com atraves do somatdrio das frequéncias de pinning, poucing e passagens sobre/sob

0 parceiro.

Fotografia 11 — Aparato preparado para o
teste de interacdo social.

Fonte: Daautora.
5.6.12 Avaliacao do peso da glandula adrenal

Ap0s a realizacdo do teste de exposicdo ao odor de gato os animais foram sacrificados
por decapitacdo. Imediatamente apds o sacrificio a glandula adrenal esquerda de cada animal
foi removida e pesada. Como a administragdo de LPS leva a alteragdes no eixo HHA de ratas
prenhes (HOWERTON; BALE, 2012), essa avaliacdo teve por objetivo verificar se essas

alteracbes também ocorrem na prole.

5.7 ANALISE ESTATISTICA
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A anélise dos resultados foi realizada utilizando o software GraphPad Prism verséo 7.0
e os valores foram expressos como média + erro padrdo da média (SEM). Para determinar a
distribuicdo dos dados, foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk. Os dados que ndo apresentavam
distribuicdo normal foram convertidos para LOG10.

Para comparacdo de duas médias foi utilizado o teste “t” de Student. Para a comparagao
de trés medias com apenas a variavel tratamento, foi utilizada a analise de variancia ANOVA
One-way seguida pelo pos-teste de Turkey. Para a comparagdo dos quatro grupos com duas
variaveis (tratamento e isolamento), foi utilizada a anélise de variancia ANOVA Two-way,
seguida pelo pés-teste de Turkey. Para a comparacdo dos quatro grupos com trés variaveis
(tratamento, isolamento e sexo da prole ou tratamento, isolamento e tempo), foi utilizada a
andlise de variancia ANOVA Three-way, seguida pelo p6s-teste de Turkey. Para a comparagao
de todos os grupos com o grupo Neutro, no teste de exposicdo ao odor de gato, foi utilizada a
analise de variancia ANOVA One-way, seguida pelo pos-teste de Dunnet. Foram considerados

estatisticamente diferentes grupos analisados em que p<0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 RESULTADOS DA ETAPA | — EXPERIMENTOS REALIZADOS COM FEMEAS
GESTANTES E LACTANTES.

6.1.1 Comportamento doentio materno

Os resultados do comportamento doentio materno estdo apresentados na Figura 6. A
administracdo intraperitoneal de LPS causou reducdo da distancia percorrida (p=0,004) e
aumento no tempo de imobilidade (p<0,0001) no teste do campo aberto realizado duas horas
apos a administracdo, bem como reducdo da ingestdo alimentar (p<0,0001) e perda de peso
(p=0,003) nas 24 horas subsequentes, demonstrando que o LPS foi capaz de provocar o

comportamento doentio materno.

Figura 6 — Efeitos da administragcdo intraperitoneal de LPS em ratas gestantes
(500pg/kg no 16°  dia de gestacdo) sobre os pardmetros do comportamento
doentio materno.
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Nota: Efeitos da administracdo intraperitoneal de LPS em ratas gestantes
(500pg/kg no 16° dia de gestacdo) sobre os parametros do comportamento
doentio materno. A = Distancia percorrida no campo aberto 2h ap6s a
administracdo de LPS ou SAL; B = Tempo de imobilidade no campo aberto 2h
apos a administracdo de LPS ou SAL; C = Consumo de racdo nas 24h subsequentes
a administracdo de LPS ou SAL; D = Alteracdo de peso nas 24h subsequéncias a
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administracdo de LPS ou SAL. ****p < (0,0001 e ***p < 0,005 comparado com 0
grupo controle (teste “t” de Student). N = 20 em ambos os grupos. Valores
representados em média * erro padrdo da média.

Fonte: Da autora.

6.1.2 Variacdo da sensibilidade ao LPS

Todos os animais que receberam salina no 16° dia de gestacdo ganharam peso nas 24
horas subsequentes. Dos animais que receberam 500ug de LPS, 8 animais (40%) ganharam
peso, 1 animal (5%) ndo demonstrou alteracdo no peso e 11 animais (55%) perderam peso.

A alteracdo do peso materno ap6s um desafio imunoldégico é um indicador da
intensidade da resposta imunoldgica, e portanto, da intensidade em a prole é afetada
(MISSAULT et al, 2014; VORHEES et al, 2012; BRONSON et al, 2011), assim, 0s animais
que apresentaram perda de peso foram considerados animais responsivos ao LPS (LPS-R), e 0s
animais que ganharam peso foram considerados hipo-responsivos ao LPS (LPS-HR).

6.1.3 Comportamento Materno

Para a andlise estatistica dos resultados do comportamento materno foi utilizada a

analise de variancia de trés vias (ANOVA three-way), seguida pelo pds-teste de Turkey.

6.1.3.1 Periodo matutino

A Figura 7 representa 0 comportamento materno total observado durante o periodo da
manhd nos 19 dias de experimento, ou seja, representa apenas 0s parametros considerados
maternais: lamber os filhotes, cifose, se manter sobre os filhotes, posi¢ao passiva, atividades de
construcdo do ninho e self grooming. A Figura 8 apresenta os resultados do comportamento
materno total por semana de lactacdo. Os dados estdo apresentados em forma de porcentagem
em relacdo ao comportamento total. A analise estatistica indicou efeito significativo do dia de
lactacdo (p<0,0001), e do isolamento (p=0,023) no comportamento materno total, porém néo
foram observadas diferencas significativas entre os grupos analisados (p > 0,05)

A Figura 9 representa os resultados dos parametros individualmente, tanto maternais
qguanto ndo maternais. Foi observado efeito significativo da administracdo de LPS sobre os
parametros Explorando (p = 0,0462) e Lambendo os filhotes (p = 0,0079). O isolamento foi
significativo nos parametros Alimentando (p = 0,0048), N&o explorando (p = 0,0401) e
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Lambendo (p = 0,0015), ja o dia de lactacdo foi significativo em todos os parametros (p < 0,05),
exceto no pardmetro Sobre os filhotes (p = 0,1215). Entretanto, ndo foram observadas

diferencas estatisticas entre os grupos analisados em nenhum dos parametros (p > 0,05).

Figura 7 — Comportamento materno total no periodo matutino (8h —
9:30h) entre os dias de lactacdo 2 e 20.
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Nota: Comportamento materno total no periodo matutino (8h —9:30h)
entre os dias de lactagdo 2 e 20. Sem diferenca estatistica entre o0s
grupos (p > 0,05 — ANOVA three-way seguido pelo pos-teste de
Turkey). N = 10 em todos os grupos. Valores representados em média
+ erro padrdo da média.

Fonte: Da autora.

Figura 8 — Comportamento materno total semanal no periodo matutino (8h — 9:30h) entre os dias de
lactacdo 2 e 20.
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Nota: Comportamento materno total semanal no periodo matutino (8h — 9:30h) entre os dias de lactacdo
2 e 20. A = Primeira semana de lactacdo; B= Segunda semana de lactacdo; C= Terceira semana de
lactacdo. Sem diferenca estatistica entre os grupos (p > 0,05 — ANOVA three-way seguido pelo p6s-
teste de Turkey). N = 10 em todos os grupos. Valores representados em média + erro padrdo da média.
Fonte: Da autora.



Figura 9 — Avaliacéo dos parametros do comportamento materno no periodo matutino

(8h —9:30h) entre os dias de lactacdo 2 e 20.
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Nota: Avaliacdo dos parametros do comportamento materno no periodo matutino (8h
—9:30h) entre os dias de lactacdo 2 e 20. Sem diferenga estatistica entre os grupos (p
> 0,05 — ANOVA two-way seguido pelo pds-teste de Turkey). A = Comportamentos
de alimentacdo; B= Exploracdo do ambiente; C= Longe dos filhotes sem exploragéo
do ambiente ou dormindo; D= Lamber o filhotes; E= Cifose; F= Manter-se sobre 0s

Fonte: Da autora.

filhotes; G= Posicdo Passiva; H= Atividades de construcdo do ninho; I= Self
Grooming. N =10 em todos os grupos. Valores representados em média + erro padréo
da media.
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6.1.3.2 Periodo Vespertino

A Figura 10 representa 0 comportamento materno total observado no periodo da tarde
nos 19 dias de experimento (apenas os parametros considerados maternais). A Figura 11
apresenta os resultados do comportamento materno total por semana de lactagdo. Os dados estdo
apresentados em forma de porcentagem em relagdo ao comportamento total. Foi observado
efeito significatico do dia de lactacédo e do isolamento sobre 0 comportamento materno total (p
< 0,0001), porém, nao foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos analisados (p > 0,05).

Foi realizada também a analise de cada parametro individualmente, tanto os parametros
considerados maternais como ndo maternais, representada na Figura 12. O isolamento
demonstrou efeito significativo sobre os parametros Explorando, N&o explorando e Lambendo
(p < 0,0001). O dia de lactacéo foi significativo em todos os parametros (p < 0,05), exceto no
no parametro Sobre os filhotes e Self grooming. Porém, o pds-teste indicou que ndo houveram
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos em nenhum dos parametros analisados
(p > 0,05).

Figura 10 — Avaliagdo do comportamento materno total no
periodo vespertino (15:30h — 17:00h) entre os dias de lactagdo
2 e 20.
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vespertino (15:30h — 17:00h) entre os dias de lactacéo 2 e 20.
Sem diferenca estatistica entre os grupos (p > 0,05 - ANOVA
three-way seguido pelo pds-teste de Turkey). N = 10 em todos
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Fonte: Da autora.
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Figura 11 — Avaliacdo do comportamento materno total semanal no periodo vespertino (15:30h —
17:00h) entre os dias de lactacdo 2 e 20.
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Figura 11 — Avaliagdo do comportamento materno total semanal no periodo vespertino (15:30h —
17:00h) entre os dias de lactagdo 2 e 20. A = Primeira semana de lactagcdo; B= Segunda semana de
lactacdo; C= Terceira semana de lactacdo. Sem diferenca estatistica entre os grupos (p > 0,05 —
ANOVA three-way seguido pelo pés-teste de Turkey). N = 10 em todos os grupos. Valores
representados em média + erro padrdo da media.

Fonte: Da autora.



Figura 12 — Avaliacdo dos pardmetros do comportamento materno no periodo
vespertino (15:30h — 17:00h) entre os dias de lactacdo 2 e 20.
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Nota: Avaliagdo dos parametros do comportamento materno no periodo vespertino (15:30h
— 17:00h) entre os dias de lactacdo 2 e 20. Sem diferenca estatistica entre os grupos (p >
0,05 — ANOVA three-way seguido pelo pos-teste de Turkey). A = Comportamentos de
alimentacdo; B= Exploracdo do ambiente; C= Longe dos filhotes sem exploracdo do
ambiente ou dormindo; D= Lamber o filhotes; E= Cifose; F= Manter-se sobre os filhotes;
G= Posicao Passiva; H= Atividades de construcdo do ninho; I= Self Grooming. N =10 em
todos os grupos. Valores representados em média + erro padrdo da média.

Fonte: Da autora.
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6.2 RESULTADOS DOS EFEITOS GERAIS DA ADMINISTRACAO DE LPS NO
PERIODO GESTACIONAL E DO EMPOBRECIMENTO AMBIENTAL POR
ISOLAMENTO NAS NINHADAS

6.2.1 Avaliagéo do peso e tamanho das ninhadas

A alteracdo do peso materno apdés um desafio imunolégico € um indicador da
intensidade da resposta imunoldgica (VOHREES et al, 2012; BRONSON et al, 2011), assim,
as fémeas que perderam peso nas 24 horas subsequentes a administracdo de LPS foram
consideradas responsivas ao LPS (grupo LPS-R), e as que ganharam peso, hipo-responsivas ao
LPS (grupo LPS-HR).

A Figura 13 mostra a avaliacdo do numero de filhotes nascidos vivos e do peso das
ninhadas no 1° dia pos-nascimento (DPN 1), antes da realizacdo da padronizacdo. A
administracdo gestacional de LPS teve efeito significativo no tamanho e no peso das ninhadas
(p = 0,0090 e p = 0,0100, respectivamente), e as ninhadas das fémeas responsivas ao LPS
apresentaram menor numero de filhotes (p = 0,0194) e menor peso (p = 0,0316) em relacdo as
ninhadas das fémeas controle. As ninhadas das fémas hipo-responsivas ao LPS apresentaram
significativamente maior namero de filhores (p = 0,0191) e maior peso (p = 0,0241) comparado
as ninhadas das fémeas responsivas (ANOVA one-way seguido pelo pos-teste de Turkey).

Apds a padronizacdo as ninhadas foram divididas em grupos isolados e ndo isolados.
Para a andlise do peso das ninhadas apds padronizacdo e do peso dos animais adultos foi
utilizada a andlise de variancia de duas vias (ANOVA two-way) seguida pelo pds-teste de
Turkey.

Foi realizado o controle de peso das ninhadas no 1° 7° 13° e 21° dia de vida. Os
resultados estéo apresentados na Figura 14. N&o foi observado efeito significativo da exposi¢ao
gestacional ao LPS nem do isolamento sobre o peso das ninhadas em nenhum dos dias
analisados (p > 0,05)

Entre os dias de vida 70 e 75 foram pesados um macho e uma fémea de cada ninhada.
O peso médio por animal na idade adulta esta apresentado na Figura 15. Na prole feminina, o
fator isolamento foi significativo (p = 0,0023), porém ndo foram encontradas diferencas
significativas entre os grupos analisados. Na prole masculina ndo houve efeito do tratamento

nem do isolamento no peso do macho adulto (p > 0,05).



Figura 13 — Efeitos da administragdo de LPS no periodo gestacional sobre o
namero de filhotes nascidos vivos (A) e sobre o peso das ninhadas precedente

a padronizacéo (B).
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Nota: Efeitos da administracdo de LPS no periodo gestacional sobre o nimero
de filhotes nascidos vivos (A) e sobre o peso das ninhadas precedente a
padronizacdo (B). *p < 0,05 comparado com o grupo controle e *p < 0,05
comparado com o grupo LPS-R (ANOVA One-way seguido pelo pos-teste de
Turkey). Valores representados em média + erro padrdo da média. Grupo
Controle n=20, grupo LPS n=20, grupo LPS HR n=7.

Fonte: Da autora.

Figura 14 — Efeitos da administracdo de LPS no periodo gestacional e do empobrecimento
ambiental por isolamento sobre o0 peso das ninhadas apds padronizagao.
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Nota: Efeitos da administracdo de LPS no periodo gestacional e do empobrecimento
ambiental por isolamento sobre o peso das ninhadas apds padronizacdo. N=10 em todos os
grupos. Valores representados em média + erro padrdo da média. Sem diferengas estatisticas
entre os grupos analisados (p < 0,05 - ANOVA Two-way seguido pelo pds-teste de Turkey).

Fonte: Da autora.
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Figura 15 — Efeitos da administracdo de LPS no periodo gestacional e do
empobrecimento ambiental por isolamento sobre 0 peso dos animais adultos.
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Nota: Efeitos da administracdo de LPS no periodo gestacional e do empobrecimento
ambiental por isolamento sobre o peso dos animais adultos. A — Resultados na prole
feminina; B — Resultados na prole masculina. N=10 em todos os grupos. Valores
representados em média + erro padrdo da meédia. Sem diferencas estatisticas entre 0s
grupos analisados (p < 0,05 - ANOVA Two-way seguido pelo pos-teste de Turkey).
Fonte: Da autora.

6.3 RESULTADOS DA ETAPA Il - EXPERIMENTOS REALIZADOS COM FILHOTES
ENTRE OS DIAS DE VIDA 13 E 32.

6.3.1 Vocalizagéo

Os resultados do teste de vocalizacdo tanto da prole masculina quanto da prole feminina
estdo apresentados na Figura 16. O isolamento teve efeito significativo no nimero de
vocalizagOes da prole feminina (p = 0,0076), e a exposicdo gestacional ao LPS teve efeito
significativo sobre a vocalizacdo da prole masculina (p = 0,0282). Entretanto, ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos analisados (p > 0,05 —

ANOVA two-way seguido pelo pds-teste de Turkey).
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Figura 16 — Efeitos da administragio de LPS no periodo gestacional e do
empobrecimento ambiental por isolamento sobre a comunicacdo da prole masculina e

feminina.
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Nota: Efeitos da administracdo de LPS no periodo gestacional e do empobrecimento
ambiental por isolamento sobre a comunicacdo da prole masculina e feminina. Sem
diferenca estatistica para todos os grupos (p > 0,05 — ANOVA Two-way seguido pelo
pos-teste de Turkey). A = Resultados na prole feminina, B= Resultados na prole
masculina. N = 10 em todos os grupos. Valores representados em média * erro padréo
da média.

Fonte: Da autora.

6.3.2 Homing response

Os resultados do teste de Homing response estdo apresentados na Figura 17. A analise
estatistica (ANOVA two-way com pos-teste de Turkey) apontou que na prole masculina houve
efeito significativo da exposicdo gestacional ao LPS no tempo de laténcia para alcangar a
maravalha do ninho (p = 0,0185), bem como interacédo entre a exposi¢do ao LPS e o isolamento
(p = 0,0160). O pos-teste indicou que a exposicao ao LPS provocou aumento significativo no
tempo de laténcia para alcancar a maravalha do ninho (p = 0,0060 comparado ao grupo
Controle). Essa alteracdo ndo foi observada nos animais LPS+ISO (p = 0,7738 comparado ao
grupo Controle), sugerindo que o isolamento foi capaz de prevenir o efeito da exposicdo ao
LPS. No nimero de saidas da maravalha do ninho ndo houve efeito do tratamento nem do
isolamento (p > 0,05). Na prole feminina também n&o foram observadas altera¢cbes em nenhum
dos dois parametros avaliados (p > 0,05).

A Figura 18 apresenta a comparacéo da laténcia para atingir a maravalha do ninho entre
a prole masculina e a feminina. Para isso foi utilizada a analise de variancia de trés vias
(ANOVA three-way com pos-teste de Turkey). Houve interacdo significativa entre os trés

fatores (exposicédo gestacional ao LPS, isolamento e sexo da prole — p = 0,0477). O pos-teste
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indicou que o efeito do LPS no aumento da laténcia ocorreu apenas na prole masculina (p =
0,0244 comparado ao grupo LPS da prole feminina).

Figura 17 — Efeitos da administracdo de LPS no periodo gestacional e do
empobrecimento ambiental por isolamento sobre o tempo de laténcia para atingir
a maravalha do ninho e no nimero de saidas da maravalha do ninho.
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Nota: Efeitos da administracdo de LPS no periodo gestacional e do empobrecimento
ambiental por isolamento sobre o tempo de laténcia para atingir a maravalha do ninho
e no numero de saidas da maravalha do ninho. A e C — Resultados na prole feminina;
B e D — Resultados na prole masculina. N = 10 em todos os grupos. **p= 0,0060 em
relacdo ao Grupo Controle. (ANOVA Two-way seguido pelo pos-teste de Turkey).
Valores representados em média + erro padrdo da média.

Fonte: Da autora.
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Figura 18 — Comparacdo do tempo de laténcia para atingir a
maravalha materna na prole masculina e na prole feminina. N = 10
em todos 0s grupos.
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Nota: Comparagdo do tempo de laténcia para atingir a maravalha
materna na prole masculina e na prole feminina. N = 10 em todos 0s
grupos. Sp= 0,0244 comparado ao grupo LPS da prole feminina.
(ANOVA three-way seguido pelo pos-teste de Turkey). Valores
representados em média + erro padrdo da média.

Fonte: Da autora.

6.3.3 Campo aberto

Os resultados do teste de campo aberto estdo apresentados na Figura 19. Nao foi
observado efeito significativo da exposicdo gestacional ao LPS ou do isolamento (p > 0,05)

sobre os parametros avaliados, independente do sexo da prole (ANOVA two-way).
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Figura 19 — Efeitos da administracdo de LPS no periodo gestacional e do
empobrecimento ambiental por isolamento sobre a distancia percorrida, o tempo de
imobilidade e o0 nimero de self grooming no teste de campo aberto.
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Nota: Efeitos da administracdo de LPS no periodo gestacional e do empobrecimento
ambiental por isolamento sobre a distancia percorrida, o tempo de imobilidade e o
namero de self grooming no teste de campo aberto. A, C e E — Resultados na prole
feminina; B, D e F — Resultados na prole masculina. N = 10 em todos 0s grupos.
Valores representados em media + erro padrdo da média. Sem diferencas significativas
entre os grupos analisados (p > 0,05 — ANOVA two-way seguido pelo pds-teste de
Turkey).

Fonte: Da autora.

6.3.4 Comportamento de brincar (Play Behavior)

Os resultados do teste do comportamento de brincar estédo apresentados nas Figuras 20
(prole feminina) e 21 (prole masculina). Para a analise estatistica foi utilizada a analise de

variancia de duas vias (ANOVA two-way) com pos-teste de Turkey. Na prole masculina houve
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efeito significativo da exposigéo gestacional ao LPS e do isolamento na frequéncia de poucing
(p =0,0337 e p = 0,0183, respectivamente) e na frequéncia total de comportamentos sociais (p
=0,0178 e p = 0,0465, respectivamente), sem interacdo entre os fatores (p > 0,05). O pds-teste
ndo identificou diferencas significativas entre os grupos analisados, porém, foi observada uma
tendéncia de reducdo na frequéncia total de comportamentos sociais no grupo LPS (p = 0,0506
comparado ao grupo controle).

Na prole feminina o isolamento teve efeito significativo na frequéncia de pinning p =
0,0130), e a exposicdo ao LPS na frequéncia de passagens sob/sobre o parceiro (p = 0,0332).
Entretanto, ndo foram observadas diferengas estatiscamente significativas entre 0s grupos

analisados (p > 0,05).

Figura 20 — Efeitos da administracdo de LPS no periodo gestacional e do
empobrecimento ambiental por isolamento no comportamento de brincar da prole

feminina.
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Nota: Efeitos da administragio de LPS no periodo gestacional e do
empobrecimento ambiental por isolamento no comportamento de brincar da prole
feminina. A = tempo de perseguicdo; B — tempo de farejamento; C — frequéncia
de poucing, D — frequéncia de pinning; E — frequéncia de passagens sobre/sob o
parceiro; F — frequéncia total de comportamentos sociais. N = 7 duplas em todos
0s grupos. Sem diferencas significativas entre os grupos analisados (p > 0,05 —
ANOVA two-way seguido pelo pds-teste de Turkey). Valores representados em
média + erro padrdo da média.

Fonte: Da autora.

Figura 21 — Efeitos da administracao de LPS no periodo gestacional e do empobrecimento
ambiental no comportamento de brincar da prole masculina.
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Nota: Efeitos da administracdo de LPS no periodo gestacional e do empobrecimento
ambiental no comportamento de brincar da prole masculina. A = tempo de perseguigéo; B
— tempo de farejamento; C — frequéncia de poucing, D — frequéncia de pinning; E —
frequéncia de passagens sobre/sob o parceiro; F — frequéncia total de comportamentos
sociais. N = 7 duplas em todos os grupos. Sem diferengas significativas entre os grupos
analisados (p > 0,05 — ANOVA two-way seguido pelo pds-teste de Turkey). Valores
representados em média * erro padrao da média.

Fonte: Da autora.

6.3.5 Labirinto em cruz elevado
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A Figura 22 mostra os resultados do teste do labirinto em cruz elevado realizado com a
prole adolescente (30° DPN). Na prole feminina houve efeito significativo da exposicao
gestacional ao LPS na porcentagem de tempo despendido nos bragos fechados (p = 0,0045), e
0 grupo LPS apresentou reducéo nesse parametro (p = 0,0112 comparado ao grupo Controle).
A mesma alteracdo nédo foi observada no grupo LPS+ISO (p = 0,7578 comparado ao grupo
Controle), porém, o teste ndo identificou interacdo entre a exposi¢do gestacional ao LPS e o
isolamento (p=0,1104). Na prole masculina o isolamento teve efeito na porcentagem de tempo
despendido nos bracos abertos (p = 0,0309), mas ndo foram observadas diferencas significativas
entre os grupos analisados (p > 0,05 — ANOVA two-way com pos-teste de Turkey).

A comparacao entre a porcentagem de tempo despendida nos bracos fechados pela prole
feminina e pela prole masculina estd apresentada na Figura 23. Foi utilizada a analise de
variancia de trés vias (ANOVA Three-way) com pds-teste de Turkey. Houve efeito
significativo do tratamento (p = 0,0060) e do fator sexo (p = 0,0003), com interacdo entre 0s
dois fatores (p = 0,0463). O pos-teste indicou que a exposicao ao LPS levou a reducao no tempo

despendido nos bragos fechados apenas na prole feminina (p=0,0024 comparado ao grupo LPS
da prole masculina).

Figura 22 — Efeitos da administracdo de LPS no periodo gestacional e do empobrecimento
ambiental por isolamento sobre o tempo despendido nos bracos abertos e nos bracos
fechados no labirinto em cruz elevado.

>
g W

(4]
o
1

_|

_|

w
o
1
*
w
o
1

N
o
1

Prole feminina
N
o
L

Tempo nos bragos fechados (%)
Prole masculina
Tempo nos bragos fechados (%)

-
o
1
=y
o
1

o

o

CONTROLE LPS ISO LPS+ISO CONTROLE LPS ISO LPS+ISO

N
o
I

O
2 m

_|
_|

(3.}
1
(3.}
1

o

o

Prole feminina
Tempo nos bragos abertos (%)
3
Prole masculina
Tempo nos bragos abertos (%)
)

CONTROLE LPS ISO  LPS+ISO CONTROLE LPS ISO  LPS+ISO



68

Nota: Efeitos da administracdo de LPS no periodo gestacional e do empobrecimento
ambiental por isolamento sobre o tempo despendido nos bragos abertos e nos bracos
fechados no labirinto em cruz elevado. A e C - Resultados na prole feminina; B e D -
Resultados na prole masculina. N=10 em todos os grupos. *p=0,0112 (ANOVA Two-
way seguido pelo pds-teste de Turkey). Valores representados em média + erro padrdo
da media.

Fonte: Da autora.

Figura 23 — Comparacéo do tempo despendido nos bragos
abertos pela prole feminina e pela prole masculina.
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Nota: Comparagéo do tempo despendido nos bragos abertos
pela prole feminina e pela prole masculina. N= 10 em todos
0s grupos. Sp= 0,0024 comparado ao grupo LPS da prole
masculina (ANOVA Three-way seguido pelo pés-teste de
Turkey). Valores representados em média + erro padrdo da
média.

Fonte: Da autora.

6.3.6 Tabua-de-buracos

Os resultados do teste da tdbua-de-buracos estdo apresentados na Figura 24. A analise
estatistica (ANOVA Two-way) néo identificou efeito significativo da exposi¢éo ao LPS durante
o0 periodo gestacional ou do isolamento sobre o numero de mergulhos (p > 0,05), tanto na prole

feminina quanto na prole masculina.
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Figura 24 — Efeitos da administracdo de LPS no periodo gestacional e do
empobrecimento ambiental por isolamento sobre o ndmero de mergulhos nos buracos
na prole masculina e feminina.
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Nota: Efeitos da administracdo de LPS no periodo gestacional e do empobrecimento
ambiental por isolamento sobre o0 nimero de mergulhos nos buracos na prole masculina
e feminina. A - Resultados na prole feminina; B - Resultados na prole masculina. N=10
em todos os grupos. Sem diferencas significativas entre os grupos analisados (p > 0,05
— ANOVA two-way seguido pelo pds-teste de Turkey). Valores representados em média
+ erro padrdo da média.

Fonte: Da autora.

6.4 RESULTADOS DA ETAPA Il - EXPERIMENTOS REALIZADOS COM A PROLE
ADULTA.

6.4.1 Labirinto aquatico de Morris

A Figura 25 apresenta os resultados da etapa de treinos do labirinto aquatico de Morris.
Foi observado efeito significativo do dia de treino na laténcia para encontrar a plataforma (p <
0,0001), tanto na prole feminina quanto na prole masculina, porém, nao foram observados
efeitos da exposi¢do ao LPS ou do isolamento (p > 0,05 — ANOVA three-way).

Para a analise dos resultados do dia do teste (Figura 26) foi utilizada a analise de
variancia de duas vias (ANOVA two-way) com poés-teste de Turkey. Na prole feminina a
exposicao gestacional ao LPS teve efeito significativo sobre o tempo de laténcia para chegar ao
local onde ficava a plataforma na etapa de treinos (p = 0,0454), e o LPS esteve associado ao
aumento significativo na laténcia (p = 0,0439 comparado ao controle). A mesma alteracdo ndo
foi observada no grupo LPS+1SO (p = 0,6882 comparado ao grupo controle), porém o teste ndo
identificou interacdo entre a exposicdo gestacional ao LPS e o isolamento (p= 0,2878). Foi
observado efeito do isolamento no tempo despendido no quadrante alvo (p = 0,0185), porém

n&o foram encontradas diferencas entre os grupos neste parametro (p > 0,05).
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Na prole masculina, houve efeito do isolamento na disténcia percorrida (p = 0,0208),
porém, o pos-teste ndo indicou diferencas entre os grupos. Nos outros parametros analisados
ndo foram identificados efeitos da exposi¢do ao LPS ou do isolamento (p > 0,05).

Foi feita a comparagdo entre a prole masculina e a prole feminina no parametro de
laténcia para atingir o local onde ficava a plataforma na etapa de treinos. Para isso foi utilizada
a andlise de variancia de trés vias (ANOVA three-way), que indicou efeito significativo do sexo
da prole nos resultados (p = 0,0477), porém, o pds-teste ndo indicou diferengas entre 0s grupos
analisados (p > 0,05).

Em relacdo a fase do ciclo reprodutivo, no dia teste 43,47% das fémeas estavam em

diestro, 32,60% em metaestro, 13,04% em estro e 10,86% em proestro.

Figura 25 — Efeitos da administracéo de LPS no periodo gestacional e do empobrecimento ambiental
sobre o tempo laténcia para atingir a plataforma nos cinco dias de treino do labirinto aquatico.
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Nota: Efeitos da administracdo de LPS no periodo gestacional e do empobrecimento ambiental sobre
o0 tempo laténcia para atingir a plataforma nos cinco dias de treino do labirinto aquatico. A — Resultados
na prole feminina; B — Resultados na prole masculina. N=10 em todos 0s grupos. Valores expressos
em media.

Fonte: Da autora.



Figura 26 — Efeitos da administracio de LPS no periodo gestacional e do
empobrecimento ambiental sobre o tempo de laténcia para atingir o local da
plataforma, o tempo de permanéncia no quadrante alvo e a distancia percorrida no
labirinto aquético.
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Nota: Efeitos da administracdo de LPS no periodo gestacional e do empobrecimento
ambiental sobre o tempo de laténcia para atingir o local da plataforma, o tempo de
permanéncia no quadrante alvo e a distancia percorrida no labirinto aquatico. A, C e
E — Resultados na prole feminina; B, D e F — Resultados na prole masculina. N=10
em todos os grupos. *p=0,0439 quando comparado ao grupo Controle (ANOVA Two-
way seguido pelo pos-teste de Turkey). Valores representados em média + erro padrao

da média.
Fonte: Da

autora.
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Figura 27 — Comparagéo do tempo de laténcia para atingir a
plataforma na prole feminina e masculina.
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Nota: Comparagdo do tempo de laténcia para atingir a
plataforma na prole feminina e masculina. N=10 em todos
0s grupos. Nao foram encontradas diferencas significativas
entre os grupos analisados (ANOVA Three-way seguido
pelo pos-teste de Turkey). Valores representados em média
+ erro padrdo da média.

Fonte: Da autora.

6.4.2 Exposicao ao odor de gato

Neste teste todos os grupos foram comparados ao grupo Neutro nas duas etapas, por isso
foi utilizada a anélise de variancia de uma via (ANOVA One-way) seguida pelo pds-teste de
Dunnett.

A Figura 28 apresenta os resultados do teste de exposicdo ao odor aversivo na fase de
exposicdo ao odor de gato. Na prole feminina, quanto comparados ao grupo Neutro, todos 0s
grupos analisados foram sensiveis ao odor de gato, apresentando aumento no tempo de
abrigamento, reducdo na frequéncia de aproximacdes do tecido impregnado com odor e reducéo
no tempo despendido proximo ao tecido (p < 0,05). Quanto ao ciclo reprodutivo, no dia teste
53,33% das fémeas estavam em diestro, 28,88% estavam em estro e 17,7% estavam em
metaestro.

Na prole masculina, o grupo LPS+ISO ndo apresentou aumento no tempo de
abrigamento (p = 0,0956), porém, todos os outros grupos analisados apresentaram aumento
significativo no tempo despendido no abrigo (p < 0,05). Em relagdo aos outros pardmetros,
todos os grupos apresentaram reducéo estatisticamente significativa (p < 0,05) na frequéncia de
aproximacdes e no tempo gasto préximo ao tecido impregnado com o odor de gato, indicando

que todos os grupos foram sensiveis ao odor.
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Os resultados da fase de contexto estdo apresentados na Figura 29. Na prole feminina o
grupo LPS e o grupo LPS+ISO apresentaram reducéo na frequéncia de aproximagdes do tecido
de odor neutro (p = 0,0024 e p = 0,0445, respectivamente), sugerindo comportamento de medo
e ansiedade nesses animais.

Na prole masculina, os animais expostos ao LPS no periodo gestacional apresentaram
aumento no tempo de abrigamento (p=0,0121). A mesma alteracdo ndo foi identificada no
grupo LPS+ISO (p = 0,9999 comparado ao grupo Neutro). No tempo despendido proximo ao
tecido ndo foram encontradas diferencas significativas entre os grupos analisados e 0 grupo
Neutro (p > 0,05).



Figura 28 — Efeitos da administragio de LPS no periodo gestacional e do
empobrecimento ambiental por isolamento sobre na fase de exposi¢cdo ao odor de gato.
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Nota: Efeitos da administracdo de LPS no periodo gestacional e do empobrecimento
ambiental por isolamento sobre na fase de exposicdo ao odor de gato. A, C e E —
Resultados na prole feminina; B, D e F — Resultados na prole masculina. N=10 em todos
os grupos. NNNNp <0,0001 quando comparado ao grupo Neutro e NNNp <0,001 quando
comparado ao grupo Neutro (ANOVA One-way seguido pelo pos-teste de Dunnet).
Valores representados em média + erro padrdo da média.

Fonte: Da autora.
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Figura 29 — Efeitos da administracdo de LPS no periodo gestacional e do empobrecimento
ambiental por isolamento sobre a fase de contexto do teste de exposicdo ao odor de gato.
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Nota: Efeitos da administracdo de LPS no periodo gestacional e do empobrecimento
ambiental por isolamento sobre a fase de contexto do teste de exposicdo ao odor de gato.
A, C e E — Resultados na prole feminina — N=10 grupos Neutro e Controle, N=5 grupo
LPS, N= 8 grupos ISO e LPS+ISO; B, D e F — Resultados na prole masculina - N=10
em todos os grupos. Np < 0,05 quando comparado ao grupo Neutro; NNp < 0,01 quando
comparado ao grupo Neutro (ANOVA One-way seguido pelo pos-teste de Dunnett).
Valores representados em média + erro padrdo da média.

Fonte: Da autora.

6.4.3 Labirinto em cruz elevado
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Os resultados do teste do labirinto em cruz elevado realizado com a prole adulta estdo
apresentados na Figura 30. Para a analise dos resultados foi utilizado ANOVA two-way seguido
pelo pos-teste de Turkey. Na prole feminina a exposicdo gestacional ao LPS causou efeito
significativo na porcentagem de tempo despendido nos bracos fechados (p = 0,0421), bem como
foi observada interagdo entre a exposi¢do ao LPS e o isolamento (p = 0,421). O grupo LPS
apresentou aumento significativo nesse parametro (p = 0,0065 comparado ao grupo Controle),
0 que ndo foi observado no grupo LPS+ISO (p = 0,2687 comparado ao grupo Controle),
indicando que o isolamento foi capaz de prevenir o efeito do LPS.

Na porcentagem de tempo despendida nos bracos abertos do aparato, néo foi observado
efeito significativo do tratamento ou do isolamento (p > 0,05). Em relacdo ao ciclo reprodutivo
no dia do teste, 52,17% das fémeas estavam em diestro, 32,60% em metaestro, 10,86% em estro
e 4,34% em proestro.

Na prole masculina a analise estatistica ndo apontou efeitos significativos do tratamento
ou do isolamento sobre o tempo despendido nos bragos abertos e nos bragos fechados do aparato
(p > 0,05).

Foi realizada a comparacdo entre o tempo despedido pela prole feminina e pela prole
masculina nos bracos fechados ao aparato (Figura 31), utilizando a anélise de variancia de trés
vias (ANOVA three-way) seguida pelo pos-teste de Turkey. Foi identificado efeito significativo
do sexo da prole nos resultados (p = 0,0493), bem como interacdo entre o tratamento e 0 sexo
(p = 0,0244). Entretanto, poOs-teste ndo apontou diferencas significativas entre 0s grupos

analisados (p > 0,05).



Figura 30 — Efeitos da administracdo de LPS no periodo gestacional e do
empobrecimento ambiental no tempo despedido nos bracos abertos e fechados do
labirinto em cruz elevado.
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Nota: Efeitos da administracdo de LPS no periodo gestacional e do empobrecimento
ambiental no tempo despedido nos bracos abertos e fechados do labirinto em cruz
elevado. A e C — Resultados na prole feminina; B e D — Resultados na prole masculina.
N=10 em todos os grupos. **p= 0,0061 comparado ao grupo controle (ANOVA Two-
way seguido pelo pds-teste de Turkey). Valores representados em média + erro padrao
da média.

Fonte: Da autora.
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Figura 31 — Comparacdo do tempo despendido nos bragos
fechados do labirinto em cruz elevado pela prole feminina
e pela prole masculina.
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fechados do labirinto em cruz elevado pela prole
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grupos. Sem diferencas significativas entre 0s grupos
(ANOVA Three-way seguido pelo pds-teste de
Turkey). Valores representados em média + erro padrdo
da média.

Fonte: Da autora.

6.4.4 Interacdo social

Os resultados do teste de interacdo social estdo apresentados nas Figuras 32 (prole
feminina) e 33 (prole masculina). Para a analise foi utilizada ANOVA two-way seguido pelo
pos-teste de Turkey. Na prole feminina houve efeito significativo da exposicdo ao LPS no tempo
de perseguicdo (p = 0,0076), e interacd@o entre a exposi¢do ao LPS e o isolamento (p = 0,0120).
O grupo LPS apresentou reducdo no tempo de perguicdo (p = 0,0037 comparado ao grupo
Controle), alteracéo que ndo foi observada no grupo LPS+ISO (p = 0,4346 comparado do grupo
Controle), o que indica que o isolamento foi capaz de prevenir o efeito da exposi¢ao ao LPS.

Foi observado efeito do isolamento na frequéncia e passagens sob/sobre o parceiro (p =
0,0362), porém, ndo foram identificadas diferencas significativas entre 0s grupos nesse
pardmetro (p > 0,05). Nos outros parametros ndo foram encontrados efeitos da exposi¢do ao
LPS ou do isolamento (p > 0,05). Com relagdo ao ciclo reprodutivo no dia do teste, 45,45% das
fémeas estavam em diestro, 20,45% em metaestro, 18,18% em estro e 15,90% em proestro.

Na prole masculina a exposicédo pré-natal ao LPS exerceu efeito significativo sobre a
frequéncia de pouncing (p = 0,0018), com aumento significativo no grupo LPS nesse parametro

(p = 0,0277 comparado ao grupo Controle). Esse resultado ndo foi observado no grupo
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LPS+ISO (p = 0,2556 comparado ao grupo Controle), porém, ndo foi identificada interacdo
entre a exposicdo ao LPS e o isolamento (p = 0,4734). A exposicao ao LPS também teve efeito
sobre a frequéncia total de comportamentos sociais (p = 0,0230), porém ndo foram encontradas
diferencas significativas entre os grupos (p > 0,05). Em relacdo aos outros parametros, ndo

houve efeito significativo do tratamento ou do isolamento (p > 0,05).

Figura 32 — Efeitos da administracdo de LPS no periodo gestacional e do
empobrecimento ambiental sobre os parametros da interag&o social na prole feminina.

o >
_|
)

-
o
n

Prole feminina
Tempo de persegui¢ao
(minutos)

e
i
Prole feminina
Tempo de farejamento
(minutos)

CONTROLE LPS ISO LPS+ISO

. 0

0 T T 0 T T T
CONTROLE LPS ISO LPS+ISO CONTROLE LPS ISO LPS+ISO

CONTROLE LPS ISO LPS+ISO

a0
O

= nN
o =}
I il
'S
L

Il T

-
o
1

Prole feminina
Frequéncia de pinning
N

o
1

Prole feminina
Frequéncia de pouncing

*m
-

IS
S
1

-2
1
w
o
1

T 1

T

o parceiro
o

Prole feminina
Frequéncia total de
comportamentos sociais
N
o

N
1
-
o
1

0 T T T T
CONTROLE LPS ISO LPS+ISO CONTROLE LPS ISO LPS+ISO

Prole feminina
Frequéncia de passagens sobre/sob

Nota: Efeitos da administracdo de LPS no periodo gestacional e do empobrecimento
ambiental sobre os parametros da interacdo social na prole feminina. A= Tempo de
perseguicdo; B= Tempo de farejamento; C= Frequéncia de poucing; D= Frequéncia de
Pinning; E= Frequéncia de passagens sobre/sob o parceiro; F= Frequéncia total de
comportamentos sociais. N=5 duplas em todos os grupos. **p=0,0037 comparado com
0 grupo controle (ANOVA Two-way seguido pelo pds-teste de Turkey). Valores
representados em média + erro padrdo da media.

Fonte: Da autora.
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Figura 33 — Efeitos da administracdo de LPS no periodo gestacional e do
empobrecimento ambiental sobre os parametros da interagdo social na prole

masculina.
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Nota: Efeitos da administracdo de LPS no periodo gestacional e do empobrecimento
ambiental sobre os pardmetros da interacdo social na prole masculina. A= Tempo de
perseguicdo; B= Tempo de farejamento; C= Frequéncia de poucing; D= Frequéncia
de Pinning; E= Frequéncia de passagens sobre/sob o parceiro; F= Frequéncia total de
comportamentos sociais. N=5 duplas em todos os grupos. *p= 0,0277 comparado ao
grupo Controle (ANOVA Two-way seguido pelo pos-teste de Turkey). Valores
representados em média * erro padrdo da média.

Fonte: Da autora.

6.4.5 Campo aberto

Os resultados do teste do campo aberto dos animais adultos esta exposto na Figura 34.

A exposicdo pré-natal ao LPS teve efeito significativo na frequéncia de self grooming na prole
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feminina (p = 0,0020), mas ndo foram identificadas diferencas significativas entre 0s grupos
(p > 0,05). Nos outros parametros ndo foi observado efeito significativo do tratamento ou do
isolamento. Na prole masculina também néo foi observado efeito significativo do tratamento
ou do isolamento em nenhum dos trés parametros analisados (p > 0,05 — ANOVA two-way

seguido pelo pds-teste de Turkey).

Figura 34 — Efeitos da administracdo de LPS no periodo gestacional e do
empobrecimento ambiental sobre os pardmetros do campo aberto.
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Fonte: Da autora.



82

6.4.6 Peso da glandula adrenal

Os resultados da avaliacdo da porcentagem do peso corporal representada pela glandula
adrenal estdo apresentados na Figura 35. Para a analise foi utilizada ANOVA two-way seguida
pelo pos-teste de Turkey.

A exposigéo gestacional ao LPS teve efeito significativo sobre o peso da glandula na
prole feminina (p = 0,0035), tendo o grupo LPS apresentado aumento na porcentagem do peso
corporal representada pela adrenal (p = 0,0294 comparado ao grupo Controle). Essa alteracao
ndo foi observada no grupo LPS+ISO (p = 0,1697 comparado ao grupo Controle), porém, ndo
foi identificada interacdo entre a exposicdo ao LPS e o isolamento (p = 0,3237). Na prole
masculina ndo foi observado efeito do tratamento ou do isolamento (p > 0,05).

A figura 36 apresenta a comparacdo entre o peso da glandula adrenal esquerda na prole
masculina e na prole feminina. A analise de variancia de trés vias (ANOVA Three-way) indicou
que o sexo da prole teve efeito sobre os resultados (p < 0,0001), porém ndo foi observada
interacdo entre a exposicdo ao LPS e o sexo (p = 0,8896). O pos-teste indicou que a adrenal da
prole feminina representou uma porcentagem significativamente maior do peso corporal

quando comparado aos machos em todos os grupos analisados (p < 0,0001).

Figura 35 — Efeitos da administracdo de LPS no periodo gestacional e do empobrecimento
ambiental no peso da glandula adrenal na prole masculina e feminina.
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Nota: Efeitos da administracdo de LPS no periodo gestacional e do empobrecimento ambiental no
peso da glandula adrenal na prole masculina e feminina. A — Resultados na prole feminina; B —
Resultados na prole masculina. N=10 em todos os grupos. *p=0,0294 comparado ao grupo controle
(ANOVA Two-way seguido pelo pos-teste de Turkey). Valores representados em média + erro
padrdo da média.
Fonte: Da autora.



Figura 36 — Comparacdo dos efeitos da administracdo de LPS
no periodo gestacional e do empobrecimento ambiental no
peso da glandula adrenal na prole masculina e na feminina.
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Nota: Comparacgdo dos efeitos da administragdo de LPS no
periodo gestacional e do empobrecimento ambiental no peso
da glandula adrenal na prole masculina e na feminina. N=10
em todos os grupos. S555p < 0,0001 comparado a prole
masculina do mesmo grupo (ANOVA Three-way seguido
pelo pos-teste de Turkey). Valores representados em média +
erro padrdo da média.

Fonte: Da autora.
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7 DISCUSSAO

7.1 COMPORTAMENTO DOENTIO MATERNO

Os resultados mostraram que as ratas gestantes apresentaram redugdo da mobilidade
duas horas apds a administracdo de LPS e reducdo do consumo de alimentos e do peso corporal
nas 24 horas subsequentes a administracao.

O comportamento doentio desencadeado pela administracdo de LPS estd bem
documentado na literatura (SAH et al, 2011; KOPF et al, 2010; OGIMOTO; HARRIS; WISSE,
2006). Esse padrdo de comportamento é o resultado da neuroinflamacdo provocada pela
liberacdo de citocinas inflamatdrias (KELLEY et al, 2003; DANTZER, 2001), em especial IL-
6, IL-1p (HARDEN et al, 2011) e TNFa (D’MELLO; LE; SWAIN, 2009), se constituindo,
portanto, um importante indicador de que ocorreram alteracdes no sistema imunolégico
materno.

Alguns estudos ja estabeleceram o papel dessas citocinas na inducdo do TEA através do
modelo de ativacdo do sistema imunologico materno. Ashdown et al (2006) avaliaram a
alteracdo imunoldgica em ratas gestantes e nos fetos apds a administracdo de LPS e relataram
elevagéo significativa de IL-6, IL-1p e TNFa nos tecidos maternos e na placenta, e elevagdo de
IL-1P no plasma fetal.

Outros trabalhos relataram resultados semelhantes. Beloosesky et al (2006) avaliaram a
resposta imune desencadeada pela administracdo de LPS em ratas gestantes e encontraram
aumento significativo na secrecdo de IL-6, bem como aumento de IL-6 no fluido amnidtico.
Toyama et al (2015) avaliaram camundongos gestantes ap6s administracdo de LPS e relataram
elevacdo de IL-1B e TNFa no liquido amnidtico.

O’Loughlin et al (2017) avaliaram a expressao de IL-6, IL-1p e TNFa no cérebro fetal
apos administracdo de LPS em camundongos gestantes e encontraram aumento significativo 4
horas ap0s a administragdo, com manutencgéo da alteracao ate o dia do nascimento dos filhotes.
Além disso, na amigdala, a expressdo dessas citocinas se manteve aumentada até o 40° dia de
vida da prole, bem como houve aumento na expressao de receptores toll-like nessa regiéo.

Smith et al (2007) demonstraram a relagéo entre a IL-6 e 0s prejuizos sociais na prole
adulta. Os autores analisaram o comportamento social da prole de camundongos submetidos a
administracdo gestacional de Polyl:C e relataram que a administracdo conjunta de um
antagonista da IL-6 preveniu 0s prejuizos sociais provocados pela ativa¢do do sistema imune

materno. O mesmo resultado foi observado na prole de camundongos knockout para IL-6.
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Carpentier, Dingman e Palmer (2011) analisaram o papel do TNFa nas alteragdes fetais
provocadas pela ativacdo do sistema imune materno, utilizando camundongos gestantes
knockout para o receptor de TNFa, (TNFR1). De acordo com os autores, na prole dos animais
que ndo possuiam o receptor ndo foram observados hipoxia e prejuizos da neuroproliferagéo,
como observado nos animais que possuiam o receptor.

Esses dados indicam que as citocinas responsaveis pela mediacdo do comportamento
doentio sdo capazes de alterar o ambiente fetal, de maneira que a anorexia e a redugdo da
mobilidade materna sdo também indicadores de que a prole foi exposta a alteracao imunoldgica

capaz de induzir prejuizos do neurodesenvolvimento.

7.2 EFEITOS GERAIS DA ADMINISTRACAO DE LPS NO PERIODO GESTACIONAL E
DO EMPOBRECIMENTO AMBIENTAL NO PESO E TAMANHO DAS NINHADAS

A literatura pesquisada apresenta resultados divergentes com relacdo ao efeito da
ativacdo do sistema imune materno sobre o tamanho da ninhada e o peso dos filhotes.

Diversos trabalhos relataram que a exposicdo gestacional ao LPS levou a reducédo das
ninhadas, com menor nimero de filhotes (ZAVAN et al, 2015; LOPEZ et al, 2014; CHESTER,;
DEMAS, 2013).

Com relacdo ao peso da prole, alguns trabalhos (BALLENDINE et al, 2015; ZAVAN
et al, 2015) apontaram que a ativacdo do sistema imune materno levou a reducdo da ninhada,
sem provocar altera¢fes no peso do filhote. J& Vohees et al (2012) analisaram a prole exposta
a Polyl:C no periodo gestacional e relataram que nao houve altera¢gdes no tamanho da ninhada
nem no peso dos filhotes. Por outro lado, French, Chester e Demas (2013) avaliaram a prole de
hamsters siberianos expostos ao LPS no periodo gestacional e apontam que houve reducédo do
namero de filhotes e da massa corporal das ninhadas.

Bakos et al (2006) avaliaram a prole de ratas submetidas a administragéo de LPS durante
a gestacao e relataram que néo houve alteragdes no peso das ninhadas no nascimento, porém, a
partir do DPN14 foi observada uma reducdo significativa no crescimento, com manutencao
dessa alteracdo até o altimo registro do peso no DPN 21. Contrastando a esses resultados, dois
estudos (WEI; LI; ZHOU, 2007; NILSSON et al, 2001) apontaram elevacgdo do consumo de
alimentos, aumento do tecido adiposo, do peso corporal e da quantidade de leptina circulante

na prole masculina exposta ao LPS no periodo gestacional.
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Neste trabalho a exposi¢do pré-natal ao LPS levou a redugdo do tamanho e do peso da
ninhada apenas na prole das ratas responsivas ao LPS. Apo6s a padronizacdo, ndo foram
encontradas alteracdes no peso das ninhadas em nenhum dos dias de pesagem.

Um estudo prévio realizado neste laboratério (VIEIRA, 2017) demonstrou que o efeito
do LPS na prole € dose-dependente, uma vez que foi observada reducdo tanto no tamanho
quanto no peso das ninhadas na dose de 500ug/kg, € ndo na dose de 100ug/kg. Os dados obtidos
neste trabalho apontam que, além da dose do agente imunoestimulador, as alteracdes gerais nas
ninhadas podem estar relacionadas também a sensibilidade individual dos animais gestantes ao
LPS.

Foram encontrados na literatura trés trabalhos que procuraram esclarecer o papel da
sensibilidade materna ao desafio imunolégico nas alteracdes causadas na prole.

Bronson et al (2011) avaliaram a prole de camundongos que ganharam peso e que
perderam peso nas 24 horas subsequentes a administracéo de Polyl:C. De acordo com os autores
52% dos animais perderam peso, e a perda de peso materna esteve relacionada a menor peso da
prole feminina adulta e atenuacao da resposta motora ap6s administracdo de um antagonista do
receptor NMDA e apds a administracdo de anfetamina, independente do sexo da prole. Ja o
ganho de peso materno esteve relacionado a exacerbacdo da resposta motora na prole ap6s
administracdo de um antagonista do receptor NMDA. Os autores discutiram ainda os fatores
possivelmente envolvidos na variacdo da sensibilidade materna a Polyl:C e apontaram a idade
materna e o isolamento durante a gestacéo.

Vorhees et al (2012) também analisaram os efeitos da alteracdo de peso materna na prole
de ratas submetidas a administracdo gestacional de Polyl:C e encontraram resultados
semelhantes, tendo a prole de animais que perderam peso apresentado hiperatividade ap6s
administracdo de um antagonista do receptor NMDA e ap6s administracdo de anfetamina.

O trabalho de Missault et al (2014) teve por objetivo avaliar a producdo de citocinas em
ratas gestantes que perderam e que ganharam peso apds administragéo de Polyl:C, bem como
as alteracdes na prole. Os autores observaram que 57% dos animais perderam peso, e a perda
de peso esteve relacionada ao aumento significativo de TNFa, que ndo foi observado nas ratas
que ganharam peso. Com relacdo as alteracGes na prole, animais provenientes de ratas que
perderam peso demonstraram reducdo significativa na preferéncia por sacarose quando
comparados aos animais controle. Os autores concluiram que as alteracbes comportamentais na
prole sdo, ao menos em parte, relacionadas a resposta individual materna ao desafio

imunoldgico.
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Diferente desses resultados, neste trabalho a perda de peso materna esteve relacionada
a reducdo do tamanho e peso das ninhadas, mas ndo foram observados efeitos sobre o
comportamento da prole. Esse resultado pode estar relacionado ao agente causador do desafio
imunolodgico, uma vez que todos os trabalhos prévios reportados na literatura utilizaram Polyl:C
e ndo lipopolissacarideo, a diversidade no dia gestacional de administracdo, bem como ao
namero de fémeas responsivas obtidas neste estudo, que foi insuficiente para a obtencéo de
resultados estatisticos.

A despeito, porém, de os trabalhos terem utilizado agentes imunoestimuladores
diferentes, a taxa de animais responsivos ao desafio imunoldgico foi semelhante, uma vez que
neste trabalho foi observado que 55% dos animais perderam peso, e os trabalhos prévios
reportaram taxas de 52% e 57%.

Com relacéo aos efeitos do isolamento precoce sobre o peso das ninhadas, a literatura
pesquisada apresenta resultados divergentes. Alguns trabalhos (AMOS-KROOHS et al, 2016;
YU et al, 2011; GUSTAFSSON et al, 2008; ZIMMERBER; ROSENTHAL,; STARK, 2003;
MCINTOSH; ANISMAN e MERALI, 1999) apontam que o isolamento neonatal esta
relacionado a reducdo do peso corporal. Outros estudos (SOLAS et al, 2010; RYU et al, 2009;
WEISS et al, 2001) ndo encontraram diferencas significativas no peso corporal de animais
isolados e ndo isolados. Ja Vargas et al (2016) estudaram o peso e 0 metabolismo de ratos
submetidos ao isolamento precoce e relataram que a separagdo materna esteve relacionada com
aumento do ganho de peso e elevacdo dos niveis plasmaticos de glicose.

Neste trabalho o empobrecimento ambiental por isolamento ndo foi associado a
qualquer alteracdo no peso das ninhadas, independente do tratamento. Esse dado indica que o
protocolo de isolamento utilizado ndo causou prejuizos na alimentacdo dos animais lactentes.
Esse resultado é de importancia critica, uma vez que a alteracdo na nutricdo nas primeiras
semanas de vida é capaz de alterar o neurodesenvolvimento (SCHNEIDER et al, 2018; DEONI
et al, 2017), podendo interferir nos resultados dos testes comportamentais subsequentes.

Os resultados conflitantes encontrados na literatura pesquisada podem se dever a
diversas raz6es, como a diversidade de linhagens de roedores utilizadas nos estudos, diferencgas
no tempo de duracdo do isolamento diario, no nimero total de dias de isolamento, e se 0 peso
das ninhadas foi registrado em conjunto ou com separagdo por sexo, uma vez que os efeitos do
isolamento podem apresentar diferengas sexuais (HENSLEIGHT; PRITCHARD, 2015). Neste
trabalho, o registro do peso das ninhadas foi realizado em conjunto, sem separacdo da prole
feminina e masculina, o que se constitui uma das limitacdes desse estudo, uma vez que ndo foi

possivel verificar se houveram diferencas relacionadas ao sexo.
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7.3 COMPORTAMENTO MATERNO

Comportamento parental pode ser definido como um padrdo de comportamento de
individuos maduros de uma espécie, que objetiva garantir a sobrevivéncia dos filhotes até a
maturidade. Como em mamiferos a mae é a provedora primaria do cuidado da prole, esse padréo
de comportamento é chamado de comportamento materno (NUMAN; INSEL, 2003). Os
cuidados prestados pela mée tém um papel no neurodesenvolvimento dos filhotes, podendo a
qualidade do cuidado impactar significativamente a resposta ao estresse (PRIEBE et al, 2006;
FRANCIS et al, 1999) e o desenvolvimento emocional e cognitivo da prole (KAFFMAN;
MEANEY, 2007).

Diversos estudos relataram alteracbes no comportamento materno causadas por estresse
durante a gestacdo. Champagne e Meaney (2006) avaliaram o comportamento de ratas
submetidas a sessbes de restricao fisica durante os Gltimos sete dias da gestacdo e relataram
reducdo nos comportamentos de lamber o filhote e self groomig nos primeiros seis dias apos o
parto. Meek et al (2001) avaliaram o comportamento materno de camundongos fémeas expostas
ao calor e a luz brilhante durante a gestacdo e relataram alteragdes no cuidado dos filhotes nos
primeiros quatro dias ap6s o parto.

A literatura apresenta alguns trabalhos que estudaram os efeitos da ativagcdo imune
materna durante a gestacao sobre o comportamento materno.

Bernardi et al (2010) avaliaram o comportamento de ratas submetidas a administracéo
de LPS no final da gestagéo (DG 21), e Soto et al (2013) avaliaram ratas submetidas ao LPS no
inicio da gestagdo (DG 9). Nos dois trabalhos a avaliagdo do comportamento materno foi feita
de maneira aguda, no 6° DL, e em ambos os estudos foi observada reducéo significativa do
comportamento materno total.

Um trabalho prévio realizado neste laboratdrio (VIEIRA, 2017) encontrou resultados
diferentes, com aumento do comportamento materno total no grupo de fémeas submetidas a
administracdo gestacional de LPS.

Dois trabalhos (BERGER et al, 2018; RONOVSKY et al, 2017) avaliaram o
comportamento materno entre os dias de lactacdo 1 e 6 em camundongos fémeas submetidas a
administracdo gestacional de Polyl:C, e apontaram que a ativacdo do sistema imune materno
esteve relacionada a redugdo do comportamento de lamber a prole e aumento do

comportamento de construicdo do ninho. Em ambos os trabalhos os autores avaliaram também
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0 comportamento materno da prole (F1) e relataram que esse padrédo de comportamento foi
transmitido para a geragédo seguinte.

Divergindo desses resultados, Morais et al (2018) também avaliaram o comportamento
materno de camundongos fémeas submetidas a administracao gestacional de Polyl:C no 6° dia
de lactacdo e relataram que a ativacgao do sistema imune durante a gestacao ndo teve efeito sobre
0 cuidado materno.

Com relacdo ao isolamento da prole, a literatura apresenta resultados conflitantes. Orso
et al (2018) avaliaram o comportamento materno de camundongos expostas ao isolamento da
prole por 180 minutos diarios entre os dias de lactacdo 2 e 7. A avaliacao foi feita por 6 dias e
0s autores apontaram que a separagdo materna ndo provocou alteragdes no comportamento
materno total.

Por outro lado, Zimmerberg, Rosenthal e Stark (2003) analisaram os efeitos do
isolamento da prole no comportamento materno agudo de ratas. A avaliagéo foi consistiu em
uma anélise com duracao de 5 minutos e de acordo com os autores, 0 isolamento neonatal por
trés ou seis horas por cinco dias consecutivos foi capaz de alterar 0 comportamento das maes,
com aumento de comportamentos como lamber os filhotes e self grooming.

Um trabalho (BOERO et al, 2018) estudou os efeitos sobre 0 comportamento materno
do estresse pré-natal (passagem de canula intragastrica) combinado com o isolamento da prole
por 3 horas diarias entre 0 DL 3 e 15. A avaliacdo do comportamento materno foi feita 4 vezes
ao dia, durante 75 minutos por 18 dias. De acordo com 0s autores, a associacdo entre o estresse
gestacional e a separacdo materna reduziram significativamente os comportamentos de cifose
e lamber os filhotes.

Em contraste a esses resultados, neste trabalho ndo foram encontradas diferencas
significativas no comportamento materno, relacionadas a ativacdo o sistema imune materno
durante o periodo gestacional, ao isolamento da prole e ainda a combinag&o dos dois fatores.
No presente estudo, a avaliacdo do comportamento materno foi realizada de maneira cronica,
com duas observagOes diarias de 90 minutos durante 19 dias. Excetuando-se o trabalho de
Boero et al (2018), todos os outros estudos encontrados na literatura foram realizados com a
avaliacdo aguda do comportamento materno, ou, nos casos em que foi feita a avaliagdo cronica,
essa foi realizada no periodo méximo de 7 dias. Assim, a diversidade nos protocolos
experimentais utilizados pode estar relacionada a divergéncia nos resultados.

Foi observada também diversidade na linhagem de roedor utilizada, no agente
imunoestimulador utilizado, bem como no dia da gestacdo em que foi realizada a administracao,

outros fatores que podem estar ligados a variabilidade nos resultados.
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Estudos retrospectivos com humanos tém suportado a existéncia de um pédromo de
sintomas no TEA, em que a crianga portadora do transtorno evoca menor interagdo com seus
cuidadores (CHAWARSKA; MACARI; SHIC, 2013; JONES; KLIN, 2013; ELSABBAGH et
al, 2012), podendo se traduzir em menor cuidado ou cuidado atipico, 0 que contribuiria para o
desenvolvimento do fenétipo autista (GREEN et al, 2015; MANDY:; LA, 2016).

Nesse sentido, o objetivo principal de investigar o comportamento materno foi
esclarecer se 0 modelo animal utilizado é capaz de mimetizar essa caracteristica. Os dados
obtidos neste trabalho indicam que, se 0s animais evocaram menor interacdo materna, isso ndo
se traduziu em prejuizos no comportamento materno, de maneira que as alteracGes
comportamentais observadas na prole ndo s&o resultado de menor interacdo materna ou

interacdo atipica.

7.4 EXPERIMENTOS REALIZADOS COM A PROLE NA INFANCIA, ADOLESCENCIA
E VIDA ADULTA.

Prejuizos na comunicacdo e no dominio da interagdo social, em conjunto com alteracdes
na flexibilidade comportamental, constituem as principais caracteristicas do fendtipo autista
(GOH; PETERSON, 2011). A literatura apresenta uma série de trabalhos que exploram essas
alteracfes em ratos submetidos a modelos de TEA.

Em relacdo a comunicacdo, a vocalizacdo ultrassdnica é o teste comumente utilizado
para avaliar possiveis prejuizos nesse dominio (HARMON et al, 2008). A literatura indica que
animais submetidos ao modelo de inducdo do TEA por exposicdo gestacional ao acido
valproico apresentam reducdo no nimero de vocalizacdes (CEZAR et al, 2018; SERVADIO et
al, 2016; GANDAL et al, 2010), demonstrando que esse modelo é capaz de mimetizar 0s
déficits na comunicagdo observado no transtorno em humanos.

Alguns trabalhos estudaram a vocalizacdo ultrassdnica no modelo de ativacdo do
sistema imune materno, porém, os resultados divergem. Kirsten et al (2012) avaliaram por 5
minutos o nimero de vocaliza¢Bes emitidas por filhotes submetidos a exposi¢do gestacional ao
LPS no 11° DPN e encontraram reducao significativa. Malkova et al (2012) avaliaram a prole
de camundongos submetidas a administracdo gestacional de Polyl:C e relataram resultados
semelhantes.

J& Baharnoori, Bhardwaj e Srivastava (2010), que analisaram a comunicacdo de ratos
expostos ao LPS no periodo gestacional encontraram redugdo no nimero de vocalizacGes até o

6° DPN, porém, essa alteracdo ndo se manteve, de maneira que no 11° DPN ndo foram
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observadas alteracdes entre o grupo que recebeu LPS e o grupo controle. Em concordéncia a
esses resultados, Kirsten et al (2015) avaliaram a comunicagdo da prole submetida ao LPS
gestacional e também ndo encontraram alteracdes no numero de vocalizagbes no 11° DPN.
Entretanto, os autores relataram diferencas significativas no padrdo de comunicagdo, com
aumento na durag&o dos intervalos entre as vocalizagdes.

Com relacdo ao isolamento, os resultados também sdo conflitantes. Yu et al (2011)
avaliaram os efeitos do isolamento por 3 horas diarias entre 0 DPN 1 e 13 sobre filhotes de
ratazanas e relataram reducéo significativa do namero de vocaliza¢fes no 11° DPN. Por outro
lado, Yin et al (2016), estudaram camundongos isolados por 3 ou 6 horas diarias entre 0 DPN
1 e 14 e observaram aumento significativo do nimero de vocalizagdes no 1°, 3°, 7° e 8° DPN.
Esses resultados porém nédo se mantiveram, de maneira que no PND 14 ndo foram encontradas
diferencas significativas entre os grupos isolados e ndo isolados.

Neste trabalho, a administracdo gestacional de LPS, o empobrecimento ambiental por
isolamento e ainda a combinacdo dos dois fatores ndo provocaram alteracfes no nimero de
vocalizagdes. E necessario ressaltar que neste estudo foi verificado o ntimero de vocalizacdes,
sem analise do padrdo em que os animais vocalizam.

O uso de diferentes doses de LPS e a administracdo em dias gestacionais diferentes sao
fatores que podem estar relacionados a variabilidade nos resultados encontrados. Outra variavel
é o proprio protocolo experimental utilizado, uma vez que os trabalhos prévios encontrados na
literatura apresentam diferencas no tempo de isolamento do filhote antes do teste e no tempo
de registro das vocalizacdes. Assim, novos estudos sao necessarios para esclarecer se 0 modelo
de inducdo ao TEA pela administracdo de LPS na dose 500ug/kg no 16° DG € capaz de
mimetizar alteracdes na comunicacdo detectaveis pelo teste de vocalizagdo ultrassénica.

O dominio da interacdo social foi analisado utilizando trés testes diferentes: o teste de
preferéncia pelo odor do ninho (Homing response), o teste do comportamento de brincar (Play
behavior) e o teste de interacao social.

A capacidade de reconhecimento e preferéncia pelo odor do ninho é um indicador da
motivacdo social em roedores (SCHNEIDER; PRZEWLOCKI, 2005) utilizado em diversos
modelos animais de TEA.

De acordo com Servadio et al (2016) a prole masculina de animais submetidos a
administracdo gestacional de acido valprdico apresentaram maior tempo de laténcia para
alcancar a area da maravalha do ninho e permaneceram menos tempo nessa area. Batista, Giusti-
Paiva e Vilela (2018) avaliaram animais submetidos a um modelo de inducdo do TEA por

restricdo proteica materna no periodo gestacional e também relataram aumento no tempo de
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laténcia e reducdo do tempo na area da maravalha do ninho, tanto na prole masculina quanto na
prole feminina.

A literatura apresenta alguns estudos de preferéncia pelo odor do ninho no modelo de
ativacdo imune materna. Foley et al (2014) avaliaram a motivacdo pela busca do ninho na prole
de ratas submetidas a administragdo gestacional de &cido valpréico ou LPS, e relataram
aumento na laténcia para encontrar o ninho na prole exposta ao acido valpréico, independente
de sexo. Entretanto, a prole exposta ao LPS pré-natal ndo apresentou alteracdes na laténcia para
encontrar o ninho.

Em contraste a esses resultados, Penteado et al (2014) investigaram a preferéncia pelo
odor materno na prole masculina da segunda geracdo de ratas submetidas a administracdo de
LPS durante a gestacdo e relataram reducdo no tempo despedido na maravalha com odor
materno, indicando reducdo transgeracional na motivacao social desses animais. Allarde et al
(2017) avaliaram a prole de ratas submetidas a administracdo de Streptococcus do grupo B
durante a gestacdo e observaram elevacdo no tempo de laténcia para alcangar a fonte de odor
do ninho na prole masculina, mas ndo na feminina. Um estudo prévio realizado neste laboratério
(VIEIRA, 2017), avaliou a prole submetida ao LPS no periodo gestacional e encontrou 0s
mesmos resultados.

Corroborando com esses dados, neste trabalho a prole masculina exposta ao LPS
gestacional demonstrou aumento na laténcia para alcancar a maravalha materna, enquanto na
prole feminina ndo foram observadas alteracfes, confirmando que o modelo utilizado é capaz
de reduzir a motivacdo social apenas na prole masculina, e portanto, confirmando também a
existéncia de uma dependéncia sexual nesse prejuizo.

O teste do comportamento de brincar, utilizado para avaliar a performance social de
animais adolescentes (TERRANOVA; LAVIOLA, 2005) foi amplamente utilizado para
analisar os prejuizos sociais da prole masculina adolescente no modelo de TEA por exposi¢do
ao &cido valpréico, com resultados divergentes. Alguns estudos relataram redugdo no
comportamento social (CEZAR et al, 2018; BERTELSEN et al, 2017; AHN et al, 2014; WANG
et al, 2013) ou alteragéo no padrdo do comportamento de brincar (RAZA et al, 2015), em um
trabalho ndo foram observadas alteragdes significativas (WELLMAN; VARLINSKAYA;
MOONEY, 2014) e um estudo indicou aumento na sociabilidade (COHEN et al, 2013).

Alguns estudos investigaram o comportamento de brincar no modelo de ativagéo do
sistema imune materno. O comportamento social no modelo de exposic¢do gestacional ao LPS
foi investigado na prole masculina por Kirsten et al (2010 e 2015) e na prole feminina por

Kirsten et al (2012). Esses trabalhos indicaram reducdo significativa na sociabilidade da prole
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masculina, sem alteragBes na prole feminina. Um estudo prévio realizado neste laboratorio
(VIEIRA, 2017) também analisou a prole exposta ao LPS no periodo gestacional e obteve
resultados semelhantes, com prejuizos na sociabilidade apenas na prole masculina,
demonstrando que, assim como na preferéncia pelo odor do ninho, 0s prejuizos no
comportamento de brincar nesse modelo também apresentam dependéncia sexual.

Em conformidade com esses achados, neste trabalho foi observada uma tendéncia a
reducdo na frequéncia de comportamentos sociais na prole masculina exposta ao LPS e ndo na
feminina, entretanto, esse resultado ndo foi estatisticamente significativo (p=0,0560).

De acordo com Kirsten et al (2010 e 2015) os prejuizos sociais observados na prole
masculina exposta ao LPS gestacional no teste do comportamento de brincar foram mantidos
até a idade adulta, demonstrado pela reducdo do comportamento social no teste de interacao
social. Assim, neste trabalho também foi utilizado o teste de interacdo social para verificar se 0
padrdo de sociabilidade observado no teste do comportamento de brincar se manteria até a idade
adulta.

Diferente do esperado, os resultados mostraram que na vida adulta, a prole masculina
exposta ao LPS demonstrou aumento no comportamento social, com elevacao significativa na
frequéncia de poucing. Esses dados estdo de acordo com os resultados obtidos por Harvey e
Boska (2014). Os autores também avaliaram a prole masculina exposta ao LPS gestacional e
relataram aumento significativo no comportamento social na idade adulta.

Aavani et al (2015) encontraram resultados semelhantes. Os autores estudaram
sociabilidade da prole de camundongos exposta a administracdo gestacional de Poly:IC e
relataram que enquanto na adolescéncia tanto a prole masculina como a prole feminina
apresentaram reducdo significativa, na vida adulta esse resultado ndo se manteve, com os dados
mostrando inclusive uma tendéncia de aumento na prole masculina.

Esses dados indicam que em vez da simples reducdo na sociabilidade, a prole masculina
submetida ao modelo de ativacdo do sistema imune materno pode desenvolver um desajuste
social, no qual na infancia os animais apresentam reducdo do comportamento normal de brincar,
e na idade adulta apresentam um comportamento social inapropriado.

Em contraste aos estudos anteriores que indicaram alteragdes na sociabilidade na idade
adulta apenas na prole masculina, neste trabalho o teste de intera¢ao social indicou reducao da
sociabilidade na prole feminina exposta ao LPS no periodo gestacional, com reducao
significativa no tempo de perseguicéo e tendéncia de reducdo nos comportamentos de pouncing

e pinning.
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Para avaliar a flexibilidade comportamental foram utilizados dois testes: teste da tabua-
de-buracos e avaliacdo da frequéncia de self grooming no teste do campo aberto na prole
adolescente e na prole adulta.

O teste da tabua-de-buracos é utilizado tanto para avaliar o comportamento exploratorio,
quanto é capaz de identificar comportamento repetitivo e estereotipado (MAKANJUOLA et al,
1977). Dois estudos utilizaram esse teste para avaliar o comportamento de animais submetidos
ao modelo de autismo por exposi¢édo gestacional ao acido valprdico, e encontraram reducao no
numero de mergulhos nos buracos (KUMAR; SHARMA; SHARMA, 2015; BRINGAS et al,
2013). Por outro lado, estudos realizados com outros modelos relataram elevagdo, como no
modelo de inducdo ao TEA por mé-nutricdo materna (BATISTA; GIUSTI-PAIVA; VILELA,
2018) e no modelo de inducdo por deplecdo do gene Shank2 (HA et al, 2016).

Vieira (2017) utilizou o teste no modelo de inducdo ao TEA por exposi¢édo gestacional
ao LPS e relatou que ndo houveram diferencas estatisticamente significativas no nimero de
mergulhos. Corroborando com esse resultado, e em contraste aos resultados encontrados em
outros modelos animais, neste trabalho também ndo foram encontradas diferencas no
comportamento dos animais no teste da tdbua de buracos.

A andlise do self grooming pode ser utilizada para verificar a existéncia de
comportamentos repetitivos em modelos de TEA (KALUEFF et al, 2016). Kang e Kim (2015)
e Du et al (2017) utilizaram a andlise do tempo de self grooming para verificar a existéncia de
prejuizos na flexibilidade comportamental em animais submetidos ao modelo de TEA por
exposicao gestacional ao acido valproico e obtiveram resultados positivos.

No modelo de ativagdo do sistema imune materno, Kirsten e Bernardi (2017) avaliaram
0 tempo, a frequéncia e a microestrutura do self grooming na na prole masculina de ratas
submetidas ao LPS gestacional e relataram aumento significativo no tempo e na frequéncia,
bem como alteragfes na microestrutura do comportamento, demonstrando que 0s animais
apresentaram comportamento repetitivo, restrito e estereotipado. Zager, Mennecier e Palermo-
Neto (2012) também avaliaram o efeito da exposi¢do gestacional ao LPS e relataram aumento
no tempo do self grooming na prole de camundongos.

Em contraste a esses resultados, Schwartzer et al (2013) avaliaram a prole de
camundongos submetidos a administracdo pré-natal de Polyl:C e ndo observaram alteragédo
significativa no tempo do self grooming.

Neste trabalho ndo foram encontradas diferencas significativas na frequéncia de self
grooming independente do sexo da prole. E necessario ressaltar, porém, algumas limitagoes

desse estudo. Primeiro, foi realizada apenas a analise da frequéncia do comportamento,



95

diferente dos estudos prévios que analisaram outros parametros como o tempo de duracéo.
Segundo, a duracédo do teste foi de 5 minutos, um tempo consideravelmente menor que nos
estudos anteriores. E por fim, a gravacdo do teste foi realizada utilizando uma camera de teto,
0 que se constitui em uma limitacdo na medida em que ndo permite perfeita visualizacdo do
comportamento. Assim, novos estudos sdo necessarios para determinar se o modelo utilizado é
capaz de reproduzir os prejuizos na flexibilidade comportamental observados no TEA.

Alteracdes neuropsiquiatricas sdo frequentemente observadas em associacdo ao TEA
(DUARTE et al, 2016), sendo a ansiedade uma das mais prevalentes (WHITE et al, 2009).
Assim, além dos trés principais dominios afetados pelo transtorno, este estudo também teve por
objetivo estudar a existéncia de comportamentos do tipo ansioso na prole. Para isso, foi
utilizado o teste do labirinto em cruz elevado, extensivamente utilizado para estudos de
ansiedade (DAWSON; TRICKLEBANK, 1995).

Estudos prévios indicam que o modelo de indugdo ao TEA por exposicéo gestacional
ao acido valproico é capaz de provocar comportamentos do tipo ansioso na prole masculina,
demonstrado pela reducéo do tempo despendido nos bracos abertos no teste do labirinto elevado
(YAMAGUCHI et al, 2017; SCHNEIDER et al, 2008).

Esse teste também foi utilizado para avaliar comportamentos do tipo-ansioso em
animais submetidos ao modelo de ativacdo do sistema imune materno, com resultados
divergentes.

Babri, Doosti e Salari (2014) e Depino (2015), que avaliaram a prole masculina
submetida a exposicdo gestacional ao LPS, relataram reducdo no tempo despendido nos bracos
abertos. Hsueh et al (2017) utilizaram como parametro a frequéncia de alternancia entre os
bracos abertos e fechados e observaram reducdo. Em contraste a esses resultados, Vuillermot
et al (2017) e Wischhof et al (2015), que também avaliaram a prole masculina de animais
submetidos ao LPS gestacional ndo encontraram alteragfes significativas no teste do labirinto
em cruz elevado.

Neste trabalho também ndo foram encontradas alteragcdes na prole masculina no teste do
labirinto elevado, tanto na adolescéncia quanto na idade adulta. Entretanto, na prole feminina
exposta ao LPS foi observada a reducéo significativa no tempo despendido nos bracos fechados
na adolescéncia e 0 aumento significativo na vida adulta, o que sugere que a ativacdo do sistema
imune materno € capaz de provocar comportamento do tipo ansioso na prole feminina na idade
adulta, mas néo na prole masculina.

Estudos prévios na literatura encontraram os mesmos resultados. Wang et al (2010)

avaliaram fémeas adultas submetidas a exposicdo gestacional ao LPS e encontraram alteracoes
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no teste do campo aberto, com maior nimero de cruzamentos e maior tempo na periferia do
aparato, um padrdo de comportamento que indica ansiedade. Wischhof et al (2015), utilizaram
o labirinto em cruz elevado e também encontraram comportamento do tipo ansioso em fémeas
adultas expostas ao LPS pré-natal, com reducéo significativa do tempo nos bracos abertos e
aumento significativo do tempo nos bracos fechados.

Esses resultados estdo coerentes com a prevaléncia do transtorno da ansiedade em
humanos, uma vez que mulheres apresentam um risco maior de desenvolvimento do transtorno
em relacdo aos homens, bem como maior gravidade nos sintomas, maior cronicidade e maior
prejuizo funcional (KINRYS; WYGANT, 2005). O fato de, neste trabalho, o comportamento
do tipo ansioso ter sido observado apenas na prole feminina adulta, e ndo no inicio da
adolescéncia, indica a possivel participacdo do ciclo hormonal feminino no disturbio de
ansiedade, conforme ja apontado na literatura (MORAGA-AMARO et al, 2018; LI; GRAHAM,
2017; MARQUES et al, 2016; MALENG; MILAD, 2015; MUELLER; GRISSON;
DOHANICH, 2014; REDMOND, 1997).

Além das diferencas hormonais, trablhos prévios indicam que existem diferencas no
desenvolvimento pré e pos natal de machos e fémeas, bem como diferencas sexuais na resposta
ao estresse precoce, que podem contribuir para a compreensdo da maior susceptibilidade de
machos ao TEA e de fémeas aos transtornos de humor, como a ansiedade (DAVIS; PFAFF,
2014). Essas diferencas incluem diferencas imunoldgicas entre placentas de fetos do sexo
masculino e fetos do sexo feminino, com maior expressdo de citocinas nas placentas de fetos
femininos (CLIFTON; MURPHY, 2004), e a capacidade de modulacdo das vias de dopamina
no cérebro de fetos masculinos exercida pelo gene SRY, cuja desregulacdo pode estar
relacionada ao maior risco de transtornos do neurodesenvolvimento em machos (LOKE;
HARLEY; LEE, 2015).

Além da ansiedade, este trabalho também se propds a estudar se a ativagéo do sistema
imune materno é capaz de alterar a resposta ao estresse, atraves da avaliacdo da glandula
adrenal. Diversos estudos apontam que exposicdo ao estresse precoce € capaz de provocar
alterac6es no eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (MANIAN; ANTONIADIS; MORRIS, 2014,
TOFOLI et al, 2011; BRAASTAD, 1998; SANDMAN et al, 1997), porém, a literatura
apresenta resultados divergentes com relacéo a correlacédo entre essas alteracées no eixo HHA
e alteracGes no peso da glandula adrenal.

Bakos et al (2014) avaliaram o peso da adrenal e a secrecdo de corticosterona da prole
de ratas submetidas a administracdo gestacional de LPS e n&o encontraram alteracGes

significativas. Os autores concluiram que embora o desafio imunoldgico precoce leve a
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alteracbes comportamentais até a idade adulta, a secrecdo basal de horménio na prole nédo é
alterada.

Em contraste a esses resultados, Nilsson et al (2001) investigaram alteracdes no eixo
HHA de ratos submetidos a exposicao gestacional ao LPS e encontraram aumento no peso da
glandula adrenal e aumento nos niveis basais de costiscosterona. Lemaire et al (2000) em um
estudo com a prole de ratas submetidas ao estresse gestacional por restricdo fisica também
observaram aumento do peso da glandula adrenal. Os autores concluiram que o estresse pré-
natal leva a uma hiperatividade cronica do eixo HHA.

Neste trabalho, a exposicdo pré-natal ao LPS esteve relacionada ao aumento
significativo no peso da glandula adrenal na prole feminina, mas ndo na masculina.

A literatura apresenta evidéncias de que o transtorno da ansiedade esta relacionado com
alteracdes no eixo HHA (FAVAVELLI et al, 2012; GRAEF; ZANGROSSI JUNIOR, 2010), e
de acordo com File e Seth (2003), a reducdo da sociabilidade no teste de interagdo social é um
indicador de ansiedade. Assim, em conjunto, os resultados obtidos neste trabalho com a prole
feminina adulta exposta ao LPS no periodo gestacional (prejuizos sociais no teste de interacdo
social, aumento do tempo nos bracos fechados no teste do labirinto em cruz elevado e aumento
no peso da glandula adrenal) indicam que a exposi¢do gestacional ao LPS na dose 500ug/kg no
16° dia de gestacdo pode ter implicagdes no desenvolvimento de um modelo animal de
transtorno da ansiedade.

Neste trabalho, além da andlise da glandula adrenal, também foi utilizado o teste de
exposicdo ao odor de gato para avaliar a resposta ao estresse. Kirsten et al (2011) avaliaram a
prole masculina de ratos submetidos a administracdo gestacional de LPS no teste do odor
aversivo, e relataram que os animais exibiram menor ansiedade frente ao odor do predador do
gue os animais controle, com maior frequéncia de aproximacdes e maior tempo de contato com
a fonte do odor. De acordo com os autores, entretanto, esse comportamento pode ndo ser devido
a reducdo da ansiedade, mas a uma reducgéo da capacidade de reconhecer estimulos olfatérios,
uma vez que foram observadas altera¢des neuroquimicas no bulbo olfatorio desses animais.

Divergindo desses resultados, nesse trabalho tanto a prole feminina quanto a prole
masculina exposta ao odor aversivo do predador se mostraram sensiveis ao estimulo olfatorio,
com reducédo do tempo de contato e do nimero de aproximacdes da fonte do odor e aumento
do tempo de abrigamento em relacdo ao grupo exposto ao odor neutro. Esses resultados
mostram que no teste de preferéncia pelo odor do ninho, 0 aumento da laténcia para alcancar a
fonte do odor se deve a reducdo da motivacdo social, e ndo a redugdo da capacidade de

reconhecimento do estimulo olfatério.



98

E provavel que esses resultados conflitantes estejam relacionados a diferenca no dia
gestacional de administragdo do LPS, e na dose utilizada, uma vez que intensidade da resposta
inflamatdria ao agente imunologico é dependente do periodo gestacional (AGUIAR-VALES;
LUHESHI, 2011), e existem evidencias de que as alteraces comportamentais observadas na
prole sdo dose-dependentes (VIEIRA, 2017).

Na segunda etapa do teste, foi avaliada a resposta ao contexto, com a reexposigéo dos
animais a0 mesmo aparato, porém, sem o odor aversivo do predador. Os resultados indicaram
que tanto a prole masculina quanto a prole feminina exposta ao LPS gestacional apresentaram
elevagéo significativa dos comportamentos de medo e ansiedade.

Esses dados estdo alinhados com um estudo prévio do medo no modelo de exposicao
gestacional ao acido valpréico (MAKRAM et al, 2009), que observou gque animais submetidos
a esse modelo de inducdo ao TEA ndo apresentaram alteracGes na etapa de aquisi¢do do medo
quando comparados aos controles, porém, na etapa de contexto houve aumento significativo na
ansiedade, bem como atraso na extin¢édo do medo.

Uma vez que a exacerbacdo da expressdo de medo esta relacionada tanto ao TEA
(KANNER, 1943) quanto ao transtorno da ansiedade (CUTHBERT et al, 2003), os resultados
obtidos neste teste, em conjunto com os outros resultados observados neste trabalho, sugerem
que o aumento da expressdao de medo esteja relacionado a mecanismos diferentes na prole
masculina e na prole feminina, de maneira que na prole feminina podem estar relacionados ao
aumento da ansiedade, e na prole masculina, ao TEA.

Trabalhos prévios que investigaram a expressao do medo em modelos de ativacdo do
sistema imune materno apresentaram resultados divergentes. Sangha et al (2014) analisaram a
prole de animais submetidos a administracdo de Polyl:C no periodo gestacional e relataram
normalidade na aquisicdo do medo e aumento no medo condicionado. Por outro lado, outros
estudos (LABOUESSE; LANGHANS; MEYER, 2015; ZUCKERMAN; WEINER, 2005) nao
encontraram diferengas significativas na expressdo de medo entre animais submetidos ao
modelo de Polyl:C durante a gestacéo e animais controle, e um estudo (VUILLERMOT et al,
2017) observou reducdo na expressao do medo e redugédo na aquisicdo do medo condicionado
ao contexto em animais expostos a Polyl:C no periodo gestacional.

Em humanos, o TEA frequentemente se apresenta associado a prejuizos cognitivos
(PAULA; BELISARIO-FILHO; TEIXEIRA, 2016; GOH; PETERSON, 2011). Uma série de
trabalhos relataram alteracfes cognitivas e prejuizos na memoria de animais submetidos ao

modelo de ativacdo do sistema imune materno.
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Coyle et al (2009) avaliaram a memoria da prole de camundongos submetidos a
administracdo gestacional de LPS através do teste de reconhecimento de objetos e relataram
prejuizos na memoaria desses animais. Wischhof et al (2014) analisaram o comportamento da
prole de ratas submetidas ao LPS durante a gestacdo e encontraram 0s mesmos resultados no
teste de reconhecimento de objetos. Os autores concluiram que a exposigdo pré-natal ao LPS
leva a déficits cognitivos na prole, e essas alteracGes se mantém até a idade adulta.

O teste do labirinto aquatico de Morris foi utilizado em alguns trabalhos que
investigaram a prole de animais submetidos a administracdo de LPS no periodo gestacional
(BATINIC et al, 2016; CHLODZINSKA et al, 2011; HAO et al, 2010), e os resultados indicam
que 0 modelo é capaz de provocar prejuizos na aquisicdo de memaria espacial e no aprendizado.

Em contraste a esses resultados, neste trabalho ndo foram encontradas alteracdes
significativas em nenhum dos parametros analisados no teste do labirinto aquatico na prole
masculina. Na prole feminina, entretanto, os animais submetidos ao LPS no periodo pré-natal
demonstraram maior tempo de laténcia para chegar ao local onde ficava posicionada a
plataforma na etapa de treinos, entretanto, ndo houve diferenca no tempo despendido no
guadrante onde ficava a plataforma.

De maneira geral, chama a atencdo a diversidade de resultados comportamentais
encontrada nos estudos com o modelo de ativagao do sistema imune materno nos mais variados
testes. Conforme ja apontado, os estudos também divergem na linhagem de animais utilizada,
dia gestacional de administracdo do agente imunoestimulador, tipo de agente utilizado e dose,
sendo essas variaces as provaveis causas dos resultados conflitantes. Porém, dado a grande
variagdo no fendtipo do TEA (SCHLIKMANN; FORTUNATO, 2013), a variagdo nos
resultados encontrada no modelo animal pode ser um fator positivo, uma vez que se aproxima
das caracteristicas do transtorno em humanos.

A capacidade de modulagdo positiva do fenétipo do TEA pelo enriquecimento do
ambiente pos-natal estd bem documentada na literatura (BRENES et al, 2016; GARBUGINO;
CENTOFANTE; D’AMATO, 2016; WOO et al, 2015; REYNOLDS; URRUELA; DEVINE,
2013; YANG et al, 2011), porém, ndo foram encontrados trabalhos que esclarecam se o
empobrecimento ambiental pode modular negativamente o fenétipo quando associados a
modelos de inducdo ao TEA.

Diversos estudos com animais relataram prejuizos provocados pelo isolamento social
precoce, como disfuncdo endotelial e aumento do risco para doengas cardiovasculares (HO et
al, 2016), aumento da susceptibilidade a ocorréncia de eventos convulsivos (AMINI-KHOEI et
al, 2015), prejuizos na cognicdo (GARCIA et al, 2013) e na memoria (COUTO et al, 2012),
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comportamento do tipo ansioso, do tipo depressivo e hiperatividade (GEORGE et al, 2010),
alteragdes na morfologia neuronal (MONROY; HERNANDEZ-TORRES; FLORES, 2010),
prejuizos na neurogénese e desordens sinapticas (WU et al, 2014) e hiperatividade do eixo HHA
(VARGAS et al, 2016; AISA et al, 2017).

De fato, alguns estudos tém utilizado o isolamento social precoce como modelo de
inducdo ao TEA em roedores, sendo capaz de provocar o padrdo de comportamento
caracteristico do transtorno, com prejuizos na sociabilidade e comportamentos repetitivos, além
de comportamento do tipo ansioso e do tipo depressivo (TAN et al, 2018; BAHI, 2016; WU et
al, 2014).

Em contraste a esses resultados, neste trabalho o empobrecimento ambiental por
isolamento ndo provocou alteragbes significativas em nenhum dos testes comportamentais
realizados, independente do sexo da prole. Ainda mais surpreendentemente, o grupo de animais
expostos ao LPS no periodo gestacional e submetidos ao isolamento ndo apresentou nenhuma
das alteracOes apresentadas pelos animais expostos apenas ao LPS, com exce¢do apenas de um
parametro na etapa de contexto do teste de exposi¢éo ao odor de gato na prole feminina.

Além disso, no teste de preferéncia pelo odor do ninho da prole masculina e no labirinto
em cruz elevado realizado na idade adulta com a prole feminina, foi identificada interacdo
significativa entre a administracdo de LPS e o isolamento, indicando que o isolamento foi capaz
de prevenir os prejuizos associados a exposicao gestacdo ao LPS.

Duas hipéteses podem explicar esses resultados. Primeiro, 0s animais submetidos ao
isolamento foram manipulados duas vezes ao dia entre 0 2° e 0 16° DPN, quando eram
colocados e quando eram retirados do aparato de isolamento. J& 0s animais nao isolados foram
manipulados apenas nos dias de realizagdo de experimentos.

Os efeitos positivos da manipulacdo diaria nas primeiras semanas de vida estdo bem
documentados na literatura, com melhora no aprendizado e memdria espacial (DASKALAKIS
et al, 2009), reducdo da ansiedade, da expressdao de medo condicionado ao contexto (RIO-
ALAMOS et al, 2015) e da resposta ao estresse (RAINEKI; LUCION; WEINBERG, 2014),
reversdao dos prejuizos comportamentais causados pela exposicdo gestacional ao &lcool
(HANNIGAN; O’LEARY-MOORE; BERMAN, 2007; LEE; RABE, 1999), reversédo dos
prejuizos na memaria e cognicao causados por exposicao ao estresse pré-natal (ZHANG et al,
2012), melhora na memoria e aprendizado apds dano cerebral moderado (CHOU et al, 2001) e

reducdo no comportamento do tipo-depressivo (COSTELA et al, 1995).
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Nota-se que esses efeitos sdo opostos aos efeitos do isolamento neonatal, sendo,
portanto, possivel que a manipulagdo tenha prevenido o desenvolvimento das alteracOes
provocadas pelo isolamento.

Além disso, existem evidencias de que a manipulacdo precoce exerce efeito modulador
no sistema imune. Bilbo et al (2007) analisaram ratos submetidos a administracdo neonatal de
Escherichia coli e & manipulago diaria entre 0 4° e 0 20° DPN. A manipulagdo consistiu na
transferéncia do animal da caixa moradia para uma caixa individual, onde o animal permaneceu
isolado por 15 minutos, apds os quais foi novamente transferido para a caixa moradia. Na vida
adulta, os animais foram submetidos a um desafio imunolégico (administracdo de LPS). De
acordo com os autores, a manipulacédo precoce foi capaz de prevenir 0 aumento na expressao e
nos niveis de IL-1B no cérebro apds o desafio imunoldgico, bem como preveniu prejuizos na
memoria.

Assim, é possivel que a manipulacdo diaria dos animais no protocolo de isolamento
tenha exercido um efeito modulador na neuroinflamacao causada pela exposi¢éo gestacional ao
LPS, impedindo o desenvolvimento de algumas alteracbes comportamentais observadas nos
animais néo isolados.

A segunda hipétese, é a chamada hip6tese de incompatibilidade, ou mismatch, segundo
a qual a exposicdo ao estresse durante as fases mais plasticas do desenvolvimento é capaz de
provocar uma programacdo fisioldgica, através de mecanismos adaptativos, para a
sobrevivéncia do organismo em um ambiente posterior similar, ou seja, também de alto estresse.
De acordo com essa hipétese, os distarbios ocorreriam quando acontece uma incompatibilidade
entre a programacao fisiologica e 0 ambiente (NEDERHOF; SCHMIDT, 2012; SANTARELI
et al, 2014).

Santarelli et al (2014) realizaram um estudo objetivando testar a hipétese da
imcompatibilidade em um modelo de desordens neuropsiquiatricas. Os autores criaram
ambientes de alto e baixo estresse neonatal, e ambientes de alto e baixo estresse na vida adulta.
Os animais submetidos a condi¢des compativeis, de alto ou baixo estresse tanto neonatal quanto
na vida adulta, apresentaram parametros comportamentais diferentes dos animais submetidos a
condicBes incompativeis. De acordo com os autores, esses resultados suportam a hipotese da
incompatibilidade.

No modelo de inducdo ao TEA por exposi¢do gestacional ao LPS, a prole em
desenvolvimento é submetida a um ambiente pré-natal de alto estresse imunoldgico. O estresse
induzido pelo isolamento provocaria entdo, um ambiente pds-natal compativel com o ambiente

pré-natal, enquanto o0s animais expostos ao LPS gestacional, porém néo isolados, encontrariam
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um ambiente pds-natal de baixo estresse, incompativel com o ambiente pré-natal. A
incompatibilidade seria, neste caso, o gatilho para o desenvolvimento do fendtipo do TEA.

E necessario ressaltar, porém, que essa hipdtese ndo é capaz de explicar o motivo pelo
qual os animais do grupo ISO ndo apresentaram prejuizos comportamentais. Além disso, 0s
trabalhos prévios sobre essa hipotese se referem a compatibilidade ou incompatibilidade entre
0 ambiente pré e/ou neonatal e 0 ambiente do animal adulto, ndo a incompatibilidade entre o
ambiente pré-natal e 0 ambiente neonatal.

Novos estudos s@o necessarios, portanto, para identificar se uma das duas hipéteses pode
ajudar a esclarecer a prevencdo de alguns efeitos da exposicdo gestacional ao LPS pelo
empobrecimento ambiental por isolamento, e a auséncia de efeitos negativos do isolamento

observada neste estudo.
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8 CONCLUSOES

Os resultados obtidos mostraram que a administracdo de LPS na dose de 500ug/kg no
16° dia de gestacdo foi capaz de provocar o comportamento doentio materno. Os dados
indicaram também a existéncia de diferencas na susceptibilidade individual ao LPS. A
responsividade ao LPS esteve associada a redugdo do tamanho e peso das ninhadas, porém,
novos estudos s@o necessarios para determinar se existe relacdo entre a responsividade ao LPS
e alteracGes no comportamento da prole.

Tanto a administragdo gestacional de LPS quanto o empobrecimento ambiental n&o
provocaram alteracbes no comportamento materno, indicando que 0s prejuizos
comportamentais observados na prole exposta ao LPS durante a gestacdo nao sdo devidos a
menor interacdo materna ou interacdo atipica.

Os resultados dos testes comportamentais mostraram um claro dimorfismo sexual nos
efeitos da exposicao prenatal ao LPS. Os dados sugerem que a exposicao gestacional ao LPS é
capaz de provocar comportamentos do tipo autista na prole masculina e comportamentos do
tipo ansioso na prole feminina.

O empobrecimento ambiental por isolamento individualmente ndo esteve relacionado a
alteracOes significativas no comportamento da prole, porém, quando associado a exposi¢do
gestacional ao LPS, foi capaz de prevenir alguns dos prejuizos comportamentais observados na
prole exposta ao LPS.

Foram propostas duas hipoteses para explicar esse resultado: a hipdtese de que a
manipulacdo diéria foi capaz de evitar os efeitos negativos e a hipdse de incompatibilidade.
Novos estudos sdo necessarios para esclarecer os mecanismos pelos quais 0 empobrecimento
ambiental por isolamento foi capaz de prevenir alguns dos efeitos da exposicdo ao LPS no

periodo pré-natal.
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APENDICE
APENDICE A — Valores de F

Tabela 1 — Andlise de Variancia de uma via do peso e tamanho das ninhadas antes da
padronizacao.

Parémetro Valor de F Valor de P
Peso das ninhadas F (3,55) = 4,163 P =0,0100
Numero de filhotes nascidos vivos F (3,55) = 4,256 P =0,0090

Tabela 2 — Andlise de Variancia de duas vias do peso das ninhadas ap0s a padronizacgéo e do
peso do animal adulto.

Exposicdo gestacional ao LPS Isolamento Interacdo
Parametros Valor de Valor de Valor de
Valor de F P Valor de F P Valor de F P

Peso das ninhadas no F (1, 36) = F (1, 36) =
DPN 1 F (1, 36) =0,8261 |P=0,3694 | 2,421 P=0,1285 | 0,4281 P=0,5171
Peso das ninhadas no F (1, 36) = F (1, 36) =
DPN 7 F(1,36)=0,474 |P=0,4956 | 0,4444 P=0,5092 | 2,261 P=0,1414
Peso das ninhadas no F (1, 36) = F (1, 36) =
DPN 13 F(1,36)=1,137 |P=0,2934 | 0,01062 P=0,9185 | 2,806 P=0,1026
Peso das ninhadas no F (1, 36) = F (1, 36) =
DPN 21 F (1, 36) =0,8497 |P=0,3628 | 0,1506 P=0,7003 | 1,81 P=0,1869
Peso medio da fémea F (1, 36) = F (1, 36) = F (1, 36) =
adulta 0,006652 P=0,9355 | 10,79 P=0,0023 | 0,008197 P=0,9284
Peso médio do macho F (1, 36) = 7,366e- F (1, 36) = F(1,36) =
adulto 006 P=0,9978 | 3,249 P=0,0798 | 0,8465 P=0,3637

Tabela 3 — Andlise de Variancia de trés vias do comportamento materno no periodo matutino.

Exposicao gestacional ao
Parimetros Dia de lactagdo LPS Isolamento Interacdo
Valor de Valor de Valor de Valor de
Valor de F P Valor de F P Valor de F P Valor de F P
Comportamento | F (18,18) = P< F(1,18) = F (18, 18) =
materno total 23,81 0,0001 1,956 P=0,1624 | F (1,18) = 9,389 | P=0,0023|0,79 P=0,7134
F (18, 18) = F(1,18) = F (18, 18) =
Alimentando 10,84 P<0,0001 | 0,6707 P=0,4131 | F (1, 18) = 7,988 | P=0,0048 | 0,7984 P=0,7035
F (18, 18) = F(1,18) = F(1,18) = F (18, 18) =
Explorando 1,29 P=0,1865 | 3,989 P=0,0462 | 4,919e-005 P=0,9944 | 1,239 P=0,2234
F (18, 18) = F(1,18) = F (18, 18) =
Néo explorando | 13,86 P<0,0001 | 3,218 P=0,0733 | F (1, 18) = 4,23 | P=0,0401 | 0,9901 P=0,4690
F (18, 18) = F(1,18) = F (18, 18) =
Lambendo 4,492 P<0,0001 | 7,107 P=0,0079 | F (1, 18) = 10,2 |P=0,0015]|1,174 P=0,2769
F (18, 18) = F(1,18) = F (18, 18) =
Cifose 17,9 P<0,0001 | 0,01371 P=0,9068 | F (1, 18) = 1,082 | P=0,2986 | 0,6803 P=0,8325
Sobre 0s F (18, 18) = F(1,18) = F(1,18) = F (18, 18) =
filhotes 1,398 P=0,1250 | 2,47 P=0,1165 | 0,4432 P=0,5058 | 0,3723 P=0,9921
F (18, 18) = F(1,18) = F(1,18) = F (18, 18) =
Posicdo passiva | 1,772 P=0,0249 | 1,569 P=0,2108 | 0,5073 P=0,4765 | 0,7561 P=0,7527
Construindoo | F (18, 18) = F(1,18) = F(1,18) = F (18, 18) =
ninho 3,675 P<0,0001 | 0,01305 P=0,9091 | 0,7975 P=0,3721|0,8191 P=0,6786
F (18,18) = F(1,18) = F(1,18) = F (18,18) =
Self grooming | 2,575 P=0,0004 | 1,448 P=0,2292 | 0,2463 P=0,6199 | 0,7014 P=0,8116
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Tabela 4 — Anélise de Variancia de trés vias do comportamento materno no periodo vespertino.

Exposicéo gestacional ao
Parimetros Dia de lactagdo LPS Isolamento Interacéo
Valor de Valor de Valor de Valor de
Valor de F P Valor de F P Valor de F P Valor de F P
Comportamento | F (18, 18) = F(1,18) = F(1,18) = F (18, 18) =
materno total | 15,77 P<0,0001 | 2,299 P=0,1300 | 34,65 P<0,0001 | 0,5183 P=0,9504
F (18, 18) = F(1,18) = F(1,18) = F (18, 18) =
Alimentando |7,843 P<0,0001 | 1,841 P=0,1753 | 0,4861 P=0,4859 | 1,286 P=0,1891
F (18, 18) = F(1,18) = F(1,18) = F (18, 18) =
Explorando | 4,934 P<0,0001 | 2,296 P=0,1302 | 1,043 P=0,3075|1,131 P=0,3162
F (18, 18) = F(1,18) = F(1,18) = F (18, 18) =
N&o explorando | 7,821 P<0,0001 | 0,416 P=0,5192 | 32,41 P<0,0001 | 0,4256 P=0,9827
F(1,18) = F(1,18) = F (18, 18) = F (18, 18) =
Lambendo 10,79 P=0,0011 | 0,5905 P=0,4425 | 5,586 P<0,0001 | 0,9707 P=0,4921
F (18, 18) = F(1,18) = F(1,18) = F (18, 18) =
Cifose 14,37 P<0,0001 | 0,7613 P=0,3832 | 17,16 P<0,0001 | 0,8327 P=0,6620
Sobre os F (18, 18) = F(1,18) = F(1,18) = F (18, 18) =
filhotes 1,336 P=0,1583 | 1,414 P=0,2349 | 0,5942 P=0,4411|1,423 P=0,1134
F (18, 18) = F(1,18) = F(1,18) = F (18, 18) =
Posicdo passiva | 2,447 P=0,0008 | 5,391 P=0,0205 | 0,004756 P=0,9450 | 0,8857 P=0,5965
Construindo o | F (18, 18) = F(1,18) = F(1,18) = F (18, 18) =
ninho 4,895 P<0,0001 | 0,7508 P=0,3865 | 3,797 P=0,0517 | 0,7734 P=0,7328
F (18,18) = F(1,18) = F(1,18) = F (18, 18) =
Self grooming | 1,333 P=0,1595 | 0,0616 P=0,8041 | 3,408 P=0,0653 | 0,9907 P=0,4683

Tabela 5 — Analise de Variancia de duas vias do teste de vocalizacdo da prole masculina e da

prole feminina.

Exposi¢do gestacional ao LPS Isolamento Interacdo
Sexo da prole Valor de Valor de Valor de
Valor de F P Valor de F P Valor de F P
F(1,36)= F (1, 36) =
Prole feminina | F (1, 36) =0,2987 |P=0,5881 | 8,001 P=0,0076 |0,1633 P=0,6885
F(1,36)= F(1,36) =
Prole masculina | F (1, 36) =5,227 | P=0,0282 |0,3709 P=0,5463 |0,274 P=0,6039

Tabela 6 — Andlise de Variancia de duas vias do teste de Homing response da prole feminina.

Exposicdo gestacional ao
Parametros LPS Isolamento Interacéo
Valor de Valor de Valor de
Valor de F P Valor de F P Valor de F P

Tempo de laténcia para
alcancar a maravalha do F (1, 36) = F (1, 36) = F (1, 36) =
ninho 0,3492 P=0,5583 | 0,07097 P=0,7915 | 0,04482 P=0,8335
Numero de saidas da F (1, 36) = F(1,36) = F(1,36) =
maravalha do ninho 0,639 P=0,4293 | 0,3408 P=0,5630 | 0,9481 P=0,3367
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Tabela 7 — Andlise de Variancia de duas vias do teste de Homing response da prole masculina.

Exposicéo gestacional ao
Parimetros LPS Isolamento Interacdo
Valor de Valor de Valor de
Valor de F P Valor de F P Valor de F P

Tempo de laténcia para
alcancar a maravalha do F(1,36) = F(1,36) = F(1,36)=
ninho 6,086 P=0,0185 | 1,237 P=0,2735 | 6,396 P=0,0160
Numero de saidas da F(1,36) = F(1,36) = F(1,36)=
maravalha do ninho 0,06727 P=0,7968 | 2,611 P=0,1149|0,7177 P=0,4025

Tabela 8 — Andlise de Variancia de trés vias do parametro de laténcia para alcancar o ninho do
teste de Homing response da prole feminina e da prole masculina.

Sexo Exposigdo gestacional Isolamento Interacéo
Parametro 0 LPS
Valor de Valor Valor Valor de
F Valor de P de F Valor de P de F Valor de P F Valor de P

Tempo de laténcia
para alcancar a
maravalha do F(1,1) F(1,1) F(1,1) F(,1)=
ninho =1,191 |P=0,2787 = 8,146 |P=0,0056 =4,209 | P=0,0439 4,056 P=0,0477

Tabela 9 — Andlise de Variancia de duas vias do teste de campo aberto da prole feminina.

Exposicao gestacional ao

Parimetros LPS Isolamento Interacdo

Valor de Valor de Valor de
Valor de F P Valor de F P Valor de F P

F(1,36) = P=0,185 |F(1,36)= |P=0,451 |F(1,36)= |P=0,543

Distancia percorrida 1,821 6 0,5806 0 0,3755 8
P=0,316 |F(1,36)= |P=0,660 |F(1,36)= |P=0,588

Tempo de Imobilidade F(1,36)=103 |9 0,1962 5 0,2983 3
F(1,36) = P=0,799 |F(1,36)= |[P=0,208 |F(1,36)= |P=0,208

Frequéncia de Self grooming | 0,06569 2 1,642 2 1,642 2

Tabela 10 - Anélise de Variancia de duas vias do teste de campo aberto da prole masculina.

Exposicao gestacional ao

Parimetros LPS Isolamento Interacdo

Valor de Valor de Valor de
Valor de F P Valor de F P Valor de F P

F (1, 36) = P=0,357 |F(1,36)= |P=0,136 |F(1,36)= |P=0,185

Distancia percorrida 0,8697 3 2,317 7 1,822 4
F(1,36) = P=0,079 |F(1,36)= |P=0,095 |F(1,36)= |P=0,156

Tempo de Imobilidade 3,267 1 2,939 1 2,097 2
F(1,36) = P=0,599 |F(1,36)= |P=0,599 |F(1,36)= |P=0,599

Frequéncia de Self grooming | 0,2812 1 0,2812 1 0,2812 1
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Tabela 11 - Anélise de Variancia de duas vias do teste de Play behavior da prole feminina.

Exposicéo gestacional ao

Parimetros LPS Isolamento Interacéo

Valor de Valor de Valor de
Valor de F P Valor de F P Valor de F P

F(1,24)= P=0,796 |F (1, 24) = P=0,881 |F (1,24)= |P=0,039

Tempo de perseguicao 0,06817 3 0,02269 5 4,748 4
F(1,24)= P=0,301 |F (1, 24) = P=0,158 | F (1,24)= |P=0,818

Tempo de farejamento 1,113 9 2,118 5 0,05413 0
F(1,24)= P=0,128 | F (1, 24) = P=0,110 |F (1,24)= |P=0,274

Frequéncia de Pouncing 2,474 8 2,742 8 1,249 8
F(1,24)= P=0,174 |F (1, 24) = P=0,013 | F (1,24)= |P=0,681

Frequéncia de Pinning 1,956 8 7,201 0 0,1729 3
Frequéncia de passagens F(1,24)= P=0,033 |F (1, 24) = P=0,140 |F (1,24) = P=0,063

sob/sobre o parceiro 5,108 2 2,323 5 3,782 6
Frequéncia total de F(1,24)= P=0,100 |F (1, 24) = P=0,060 | F(1,24)= P=0,762

comportamentos sociais 2,914 7 3,879 5 0,09387 0

Tabela 12 - Anélise de Variancia de duas vias do teste de Play behavior da prole masculina.

Exposicdo gestacional ao

Parimetros LPS Isolamento Interacdo

Valor de Valor de Valor de
Valor de F P Valor de F P Valor de F P

F(1,24)= P=0,990 |F(1,24)= |P=0,848 |F(1,24)= P=0,993

Tempo de perseguicdo 0,0001322 9 0,03729 5 6,331e-005 7
F(1,24) = P=0,399 |F(1,24)= |P=0,424 |F(1,24)= P=0,878

Tempo de farejamento 0,7361 4 0,6603 4 0,02401 1
F(1,24)= P=0,033 |F(1,24)= |P=0,018 |F(1,24)= P=0,133

Frequéncia de Pouncing 5,072 7 6,409 3 2,414 3
F(1,24)= P=0,069 |F(1,24)= |P=0,089 |F(1,24)= P=0,950

Frequéncia de Pinning 3,605 7 3,14 1 0,004005 1
Frequéncia de passagens F(1,24) = P=0,286 |F(1,24)= |P=0,949 P=0,096

sob/sobre o parceiro 1,189 3 0,004115 4 F(1,24)=3 |1
Frequéncia total de F(1,24)= P=0,017 |F(1,24)= |P=0,046 |F(1,24)= P=0,189

comportamentos sociais 6,472 8 4,409 5 1,821 8

Tabela 13 - Analise de Variancia de duas vias do teste do labirinto em cruz elevado da prole
feminina.

Exposicdo gestacional ao

Parimetros LPS Isolamento Interacdo

Valor de Valor de Valor de

Valor de F P Valor de F P Valor de F P

Tempo despedido nos bragcos | F (1, 36) = P=0,903 |F(1,36)= |[P=0,395 |F(1,36)= |P=0,203
abertos 0,01508 0 0,7387 8 1,679 4

Tempo despedido nos bragos | F (1, 36) = P=0,004 |F(1,36)= |P=0,150 |F(1,36)= |[P=0,110
fechados 9,194 5 2,155 8 2,679 4
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Tabela 14 - Andlise de Variancia de duas vias do teste do labirinto em cruz elevado da prole

masculina.
Exposicéo gestacional ao

Parimetros LPS Isolamento Interacdo

Valor de Valor de Valor de

Valor de F P Valor de F P Valor de F P

Tempo despedido nos bracos | F (1, 36) = P=0,724 |F(1,36)= |P=0,030 |F(1,36)= |P=0,158
abertos 0,1261 5 5,047 9 2,079 0

Tempo despedido nos bracos | F (1, 36) = P=0,828 |F(1,36)= |P=0,093 |F(1,36)= |P=0,500
fechados 0,04767 4 2,963 7 0,4637 2

Tabela 15 - Analise de Variancia de trés vias da porcentagem de tempo despendido nos bracos
fechados do labirinto em cruz elevado pela prole feminina e pela prole masculina.

Exposi¢do x
barAmetro Sexo gestacional a0 LPS Isolamento Interacéo
Valor de | Valor de | Valor de | Valor de | Valor de Valor de
Valor de F P F P F P Valor de F P
Tempo despedido nos |F (1,1) = F(,1) F(1,1)= F(,1)=
bracos fechados 14,54 P=0,0003 | = 8,011 |P=0,0060|0,1428 |P=0,7066 |1,477 P=0,2282

Tabela 16 - Anélise de Variancia de duas vias do teste da tabua-de-buracos da prole feminina e
da prole masculina.

Exposicdo gestacional ao

Sexo da prole LPS Isolamento Interacdo

Valor de Valor de Valor de

Valor de F P Valor de F P Valor de F P

Numero de mergulhos - Prole |F (1, 36) = P=0,744 |F(1,36)= |P=0,683 |F (1, 36)= P=0,744
feminina 0,1079 4 0,1686 8 0,1079 4

Numero de mergulhos - Prole |F (1, 36) = P=0,062 |F(1,36)= |P=0,586 |F(1,36)= P=0,856
masculina 3,684 9 0,3007 8 0,03341 0

Tabela 17 - Anélise de Variancia de trés vias da etapa de treinos do teste do labirinto aquéatico
de Morris (prole feminina).

Dia de treino E).(pOS'gaO Isolamento Interagéo
Parimetro gestacional ao LPS
Valor de | Valor de | Valorde | Valorde | Valorde Valor de
Valor de F P F P F P Valor de F P
Laténcia para alcangar a
plataforma (médiade 4 |F (4,4) = F(,4)= F(,4)= F4,4)=
ensaios) 105,1 P<0,0001 | 2,316 P=0,1298 |0,01371 |P=0,9069 | 1,383 P=0,2415

Tabela 18 - Anélise de Variancia de trés vias da etapa de treinos do teste do labirinto aquético
de Morris (prole masculina).

Dia de treino E)_(posu;ao Isolamento Interagéo
Parimetro gestacional ao LPS
Valor de | Valorde | Valorde | Valorde | Valor de Valor de
Valor de F P F P F P Valor de F P
Laténcia para alcangar a
plataforma (médiade 4 |F (4,4) = F(1,4)= F(1,4)= F@4,4)=
ensaios) 64,87 P<0,0001 | 0,5965 P=0,4409 | 0,9344 P=0,3350 | 0,5633 P=0,6896
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Tabela 19 - Anélise de Variancia de duas vias do teste do labirinto aquatico de Morris da prole

feminina.
Exposigdo gestacional ao
Parimetros LPS Isolamento Interacdo
Valor de Valor de Valor de
Valor de F P Valor de F P Valor de F P
Laténcia para atingir o local
onde ficava a plataforma na F (1, 36) = F (1, 36) =
etapa de treinos F (1, 36) = 4,297 | P=0,0454 2,199 P=0,1468 | 3,296 P=0,0778
F (1, 36) = F (1, 36) = F (1, 36) =
Tempo no quadrante alvo 0,8158 P=0,3724 | 6,092 P=0,0185 | 0,6205 P=0,4360
F (1, 36) = F (1, 36) =
Distancia percorrida F (1, 36) = 3,262 | P=0,0793 | 0,01097 P=0,9172 | 0,4123 P=0,5249

Tabela 20 - Analise de Variancia de duas vias do teste do labirinto aquatico de Morris da prole

masculina.
Exposicdo gestacional ao
Parimetros LPS Isolamento Interacéo
Valor de Valor de Valor de
Valor de F P Valor de F P Valor de F P
Laténcia para atingir o local onde
ficava a plataforma na etapade | F (1, 36) = F (1, 36) = F (1, 36) =
treinos 0,1755 P=0,6778 | 1,455 P=0,2356 | 1,164 P=0,2878
F(1,36) = F(1,36) = F (1, 36) =
Tempo no quadrante alvo 0,04389 P=0,8352 | 0,116 P=0,7354 | 2,161 P=0,1502
F(1,36) = F(1,36) = F (1, 36) =
Distancia percorrida 0,4122 P=0,5249 | 5,845 P=0,0208 | 1,739 P=0,1957

Tabela 21 - Andlise de Variancia de trés vias do tempo de laténcia para atingir o local onde
ficava a plataforma na etapa de treinos do labirinto aquatico de Morris (prole masculina e

feminina).
Exposicédo x
barametro Sexo gestacional a0 LPS Isolamento Interacéo
Valor de | Valor de | Valor de | Valor de | Valor de Valor de
Valor de F P F P F P Valor de F P

Laténcia para atingir o
local onde ficava a
plataforma na etapade |F (1,1) = F(1,1) F(1,1)= F(1,1)=
treinos 4,058 P=0,0477 |=3,378 |P=0,0702 | 0,1492 P=0,7005 | 0,09433 P=0,7596

Tabela 22 - Andlise de Variancia de uma via da etapa do teste de exposi¢do ao odor de gato
(etapa odor) da prole feminina.

Parametros

Valor de F

Valor de P

Tempo de abrigamento

F (4, 45) = 27,33

P<0,0001

N° de aproximagdes do tecido

F (4, 45) = 74,03

P<0,0001

Tempo proximo ao tecido

F (4, 45) = 34,01

P<0,0001
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Tabela 23 - Analise de Variancia de uma via da etapa do teste de exposicdo ao odor de gato

(etapa odor) da prole masculina.

Parametros Valor de F Valor de P
Tempo de abrigamento F (4, 45) = 9,318 P<0,0001
N° de aproximacdes do tecido F (4, 45) = 37,79 P<0,0001
Tempo proximo ao tecido F (4, 45)=21,78 P<0,0001

Tabela 24 - Andlise de Variancia de uma via da etapa do teste de exposicdo ao odor de gato

(etapa contexto) da prole feminina.

Parametros Valor de F Valor de P
Tempo de abrigamento F (4, 36) = 2,026 P=0,1115
N° de aproximagdes do tecido F (4, 36) = 4,277 P=0,0062
Tempo proximo ao tecido F (4, 36) =0,5843 P=0,6760

Tabela 25 - Analise de Variancia de uma via da etapa do teste de exposicdo ao odor de gato

(etapa contexto) da prole masculina.

Parametros Valor de F Valor de P
Tempo de abrigamento F (4, 45) = 4,241 P=0,0054
N° de aproximagdes do tecido F (4, 45) = 2,446 P=0,0600
Tempo proximo ao tecido F (4, 45) =3,771 P=0,0099

Tabela 26 - Analise de Variancia de duas vias do teste do labirinto em cruz elevado na prole

feminina adulta.

Exposigdo gestacional ao
Parimetros LPS Isolamento Interacdo
Valor de Valor de Valor de
Valor de F P Valor de F P Valor de F P

Tempo despedido nos bragos | F (1, 36) = F (1, 36) = F (1, 36) =
abertos 0,6308 P=0,4323 | 2,283 P=0,1395 | 1,924 P=0,1740
Tempo despedido nos bragos | F (1, 36) = F (1, 36) = F (1, 36) =
fechados 8,333 P=0,0065 | 0,07529 P=0,7854 | 4,444 P=0,0421

Tabela 27 - Analise de Variancia de duas vias do teste do labirinto em cruz elevado na prole

masculina adulta.

Exposigdo gestacional ao
Parimetros LPS Isolamento Interacéo
Valor de Valor de Valor de
Valor de F P Valor de F P Valor de F P

Tempo despedido nos bragcos | F (1, 36) = F (1, 36) = F (1, 36) =
abertos 0,02722 P=0,8699 | 2,504 P=0,1223 | 1,407 P=0,2434
Tempo despedido nos bragcos | F (1, 36) = F (1, 36) = F (1, 36) =
fechados 0,05028 P=0,8239 | 2,123 P=0,1538 | 1,439 P=0,2381
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Tabela 28 — Andlise de Variancia de trés vias da porcentagem de tempo despendida nos bracos
fechados no teste do labirinto em cruz elevado pela prole feminina adulta e pela prole masculina

adulta.
Exposigdo x
N Sexo gestacional a0 LPS Isolamento Interacdo
Valor de | Valor de | Valorde | Valor de | Valor de Valor de
Valor de F P F P F P Valor de F P
Tempo despedido nos F(1,1)= F(1,1)= F(1,1)= F(1,1)=
bragos fechados 3,998 P=0,0493 | 5,285 P=0,0244 | 1,386 P=0,2430 | 0,5906 P=0,4447

Tabela 29 - Anéalise de Variancia de duas vias do teste de interacdo social da prole feminina.

Exposicao gestacional ao
Parimetros LPS Isolamento Interacdo
Valor de Valor de Valor de
Valor de F P Valor de F P Valor de F P

F(1,16) = F(1,16) =

Tempo de perseguicdo F (1, 16) = 9,32 | P=0,0076 | 0,7488 P=0,3996 | 8,017 P=0,0120
F(1,16) = F(1,16) = F(1,16) =

Tempo de farejamento 0,02123 P=0,8860 | 3,783 P=0,0696 | 0,5308 P=0,4768
F(1,16) = F(1,16) = F (1, 16) =

Frequéncia de Pouncing 1,549 P=0,2312| 1,076 P=0,3151 | 0,3872 P=0,5425
F(1,16) = F(1,16) = F (1, 16) =

Frequéncia de Pinning 0,1895 P=0,6692 | 1,705 P=0,2101 | 0,08421 P=0,7754
Frequéncia de passagens F (1, 16) = F (1, 16) = F (1, 16) =

sob/sobre o parceiro 0,2581 P=0,6184 | 5,226 P=0,0362 | 1,032 P=0,3247
Frequéncia total de F (1, 16) = F (1, 16) = F(1,16) =

comportamentos sociais 1,048 P=0,3212 | 1,799 P=0,1986 | 0,4037 P=0,5342

Tabela 30 — Andlise de Variancia de duas vias do teste de interacdo social da prole masculina.

Exposicao gestacional ao
Parimetros LPS Isolamento Interacdo
Valor de Valor de Valor de
Valor de F P Valor de F P Valor de F P

F(1,16) = F(1,16) = F(1,16) =

Tempo de perseguicao 0,671 P=0,4248 | 0,999 P=0,3324 | 0,0005083 P=0,9823
F(1,16) = F(1,16) = F(1,16) =

Tempo de farejamento 0,01775 P=0,8957 | 2,962 P=0,1045 | 1,688 P=0,2123
F(1,16) = F(1,16) =

Frequéncia de Pouncing F(1,16)=14 |P=0,0018 |1,028 P=0,3257 | 0,5391 P=0,4734
F(1,16) = F(1,16) =

Frequéncia de Pinning F (1, 16) = 1,08 | P=0,3142 | 0,1597 P=0,6947 | 2,307 P=0,1483
Frequéncia de passagens F (1, 16) = F (1, 16) = F (1, 16) =

sob/sobre o parceiro 0,2869 P=0,5996 | 0,2869 P=0,5996 | 0,7968 P=0,3853
Frequéncia total de F(1,16) = F(1,16) = F(1,16) =

comportamentos sociais 6,318 P=0,0230 | 0,1903 P=0,6685 | 1,402 P=0,2537
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Tabela 31 - Anélise de Variancia de duas vias do teste de campo aberto da prole feminina.

Exposigdo gestacional
Parimetros ao LPS Isolamento Interacdo
Valor de Valor de Valor de
Valor de F P Valor de F P Valor de F P
F(1,36) = F(1,36) = F(1,36) =
Distancia percorrida 0,172 P=0,6808 | 0,8681 P=0,3577 | 5,421 P=0,0256
F (1, 36) = F (1, 36) = F(1,36) =
Tempo de Imobilidade 0,6303 P=0,4324 | 1,984 P=0,1676 | 0,009056 | P=0,9247
Frequéncia de Self F(1,36) = F(1,36) = F(1,36) =
grooming 11,16 P=0,0020 | 0,2784 P=0,6010 | 0,03093 P=0,8614

Tabela 32 - Analise de Variancia de duas vias do teste de campo aberto da prole masculina

Exposicdo gestacional ao
Pardmetros LPS Isolamento Interacéo
Valor de Valor de Valor de
Valor de F P Valor de F P Valor de F P
F (1, 36) = F(1,36) = F(1,36) =
Distancia percorrida 1,083 P=0,3049 | 1,05 P=0,3124 | 0,565 P=0,4571
F (1, 36) = F(1,36) = F(1,36) =
Tempo de Imobilidade 0,2037 P=0,6544 | 0,7019 P=0,4077 | 3,717 P=0,0618
Frequéncia de Self F (1, 36) = F (1, 36) = F (1, 36) =
grooming 2,143 P=0,1519|0,7714 P=0,3856 | 2,143 P=0,1519

Tabela 33 - Andlise de Variancia de duas vias da porcentagem da glandula adrenal em relagédo
ao peso corporal da prole masculina e da prole feminina.

Exposicgdo gestacional ao
Sexo da prole LPS Isolamento Interacéo
P Valor de Valor de Valor de
Valor de F P Valor de F P Valor de F P

Peso da glandula adrenal F (1, 36) = F (1, 36) = F (1, 36) =
na prole feminina 9,801 P=0,0035 | 0,02196 P=0,8830 | 0,9928 P=0,3257
Peso da glandula adrenal F (1, 36) = F (1, 36) = F (1, 36) =
na prole masculina 3,756 P=0,0605 | 0,327 P=0,5710 | 0,1822 P=0,6720

Tabela 34 - Anélise de Variancia de trés vias da comparacdo entre a porcentagem do peso da
glandula adrenal em relacéo ao peso corporal entre a prole feminina e a prole masculina.

Exposigédo x
barametro Sexo gestacional a0 LPS Isolamento Interacéo
Valor de | Valor de | Valor de | Valor de | Valor de | Valor de Valor de
F P F P F P Valor de F P
Peso da glandula F(,1)= F(1,1) F(1,1) F(1,1)=
adrenal 213 P<0,0001 | =10,63 |P=0,0017 | =0,3223 | P=0,5720 | 0,0194 P=0,8896




