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RESUMO

O transtorno do espectro autista (TEA) é um transtorno psiquiatrico de desenvolvimento
comportamental de etiologia desconhecida que afeta 1:88 criangcas nascidas, sendo que a
proporcdo entre meninos e meninas é de 4:1. E caracterizado por atraso ou auséncia de
comunicagdo verbal, contato visual, interacdo social, movimentos repetitivos e/ou
estereotipados entre outros. A deteccdo geralmente ocorre antes dos 3 anos de idade sendo
muitas vezes detectado aos 6 meses. Algumas linhas de pesquisa atestam que fatores genéticos,
neuroldgicos, imunolégicos, infecgdes virais pré-natais, contaminantes alimentares e
ambientais poderiam ser a causa do mesmo. O presente trabalho propde a experimentacao
animal como modelo de TEA para entender as causas e consequéncias das infeccbes pré-natais
em ratas prenhas e consequéncias sobre o comportamento da prole. O modelo proposto visa
mimetizar infeccdes durante a gestacdo, com a administracdo de lipopolissacarideo (LPS)
extraido da parede celular de bactérias gram-negativas, injetado intraperitonealmente (i.p.) nas
doses de 100 pg/kg no 9°.5 ou 500 pg/kg nos dias de gestacdo 16° (GD9.5 e 16) ou solucao
salina (SAL) 1ml/kg, i.p., e posterior analise comportamental dos filhotes nascidos. Os dados
obtidos nos testes de USV’s, Homing, hole-board, labirinto em cruz elevado e play behavior,
mostra que de filhotes machos provenientes de mae tratadas com LPS na dose de 500 pg/kg no
GD16 tiveram comportamento autistic-like, 0 mesmo comportamento nao foi verificado nas
fémeas. Da mesma forma animais machos e fémeas tratados com LPS na dose de 100 pg/kg

GD9.5 nédo apresentaram diferenca com relagdo aos animais que receberam SAL.

Palavras-chave: Transtorno do Espectro Autista. Autismo. Lipopolissacarideo.



ABSTRACT

Autistic Spectrum Disorder (ASD) is a psychiatric behavioral development disorder of
unknown etiology that affects 1:88 children born, the ratio of boys to girls being 4:1. It is
characterized by delay or absence of verbal communication, visual contact, social interaction,
repetitive and/or stereotype movements among others. Detection usually occurs before 3 years
of age and often detected at 6 months. Some lines of research attest that genetic, neurological,
immunological factors, prenatal viral infections, food and environmental contaminants could
be the cause of it. The present work proposes the animal experimentation as a model of ASD
to understand the causes and consequences of prenatal infections in pregnant rats and
consequence on offspring behavior. The proposed aims to mimic infections during gestation
with the administration of lipopolysaccharide (LPS) extracted from the cell wall of gram-
negative bacterial, injected intraperitoneally (i.p.) at doses of 100 pg/Kg at 9.5 or 500 pg/Kg in
the gestation day 16 (GD9.5 and 16), or saline solution (SAL) 1ml/Kg i.p. and later behavioral
analysis of the born pups. The data from the USV's, Homing, hole-board, elevated plus maze
and play behavior tests show that of male offspring treated with LPS at a dose of 500 pg / kg in
GD16 had autistic-like behavior, the same behavior was not observed in females. Likewise,
male and female animals treated with LPS at the dose 100 pg/Kg in GD9.5 did not present

difference in relation to the animals that received SAL.

Key words: Autistic Spectrum Disorder. Autism. Lipopolysaccharide.
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1 INTRODUCAO

A seguir sera descrita a introducéo juntamente com a reviséo bibliogréfica.

1.1 TRANSTORNO DO ESPECTRO AUTISTA

O trastorno do espectro autista (TEA), descrito primeiramente por Leo Kanner (1943),
tém sido objeto de intensa investigacdo desde sua primeira descricdo no inicio da década de
1940 (GENTILE, 2015). E um transtorno do neurodesenvolvimento que afeta
aproximadamente 1 em 88 criancas (ANOMAL et al., 2015). Sendo uma doenca heterogénea
com multiplas causas, varios sintomas, distdrbios graves, e co-morbidades associadas conforme
Amaral et al., (2008), incluindo convulsdes, ansiedade, comportamento agressivo, problemas
gastrointestinais, déficit motores, processamento sensorial anormal e distirbios do sono
(KUMAR; SHARMA, 2016b). Varios estudos relatam que as anormalidades da percepcéo
sensorial s&0 comuns em pessoas autistas e poderiam contribuir para o complexo
comportamento e sintomas do distarbio ( ANOMAL et al., 2015; LEEKAM et al., 2007). Além
destes sintomas ha varias manifestagdes emocionais associadas ao autismo, como depressao,
aumento da ansiedade e medo (UMEDA et al., 2010).

Criancas com TEA apresentam déficits persistentes na comunicacéo verbal e ndo verbal,
contato visual, compreensdo e uso de gestos, assim como auséncia de expressdes faciais.
Exibem ainda dificuldade de interacdo social, para estabelecer uma conversa normal, em
expressar emocoes ou afeto e para desenvolver, manter e compreender relacionamentos. Estes
individuos apresentam ainda dificuldades em compartilhar brincadeiras imaginativas ou em
fazer amigos e auséncia de interesse por pares. Assim como padrdes de comportamentos
restritos e repetitivos, uso de objetos, fala estereotipadas, padrdes de rotinas e rituais, interesses
fixos e anormais por objetos e hipo ou hiper-reatividade a estimulos sensoriais como indiferenca
aparente a dor/temperatura, reacao contraria a sons e texturas, bem como cheirar ou tocar
objetos de forma excessiva, fascinacdo visual por luzes ou movimento e ndo demonstra medo
diante do perigo. Podendo ainda apresentar ou nao comprometimento intelectual e de
linguagem (BERNARDI et al., 2012; AMERICAN..., 2013).

O diagnostico de autismo pode ocorrer antes dos trés anos de idade, sendo que alguns
sintomas sdo perceptiveis aos seis meses de idade (BARON-COHEN et al., 2000). Acometendo

quatro vezes mais individuos do sexo masculino do que feminino. Embora pessoas do sexo
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feminino tendam a apresentar maior deficiéncia intelectual ou atraso na linguagem
(AMERICAN..., 2013).

A etiologia do autismo é desconhecida, porém vérias linhas de pesquisa demonstram
que fatores genéticos, neuroldgicos, imunoldgicos, infeccbes virais pré-natais, contaminantes
alimentares e ambientais, bem como a neuroinflamacao, influenciariam o desenvolvimento de
anormalidades na circuitaria neural que desencadeia o autismo (ASHWOOD; VAN DE
WATER, 2004b; KIRSTEN et al., 2012; KOCOVSKA et al., 2017).

Doencas auto-imunes como artrite reumatdide, doenca celiaca e diabetes tipo 1, sdo
mais comuns em maes de criancas com TEA. Isto sugere que um sistema imunoldgico anormal
e deficiente é passado para a prole. Também é possivel que reacGes autoimunes maternas
durante a gestacdo possam ter efeitos nocivos sobre o cérebro fetal em desenvolvimento. Méaes
de criangas com TEA tém 12% a mais de anticorpos anti fetais no seu soro em comparagao com
mées de criangas tipicas (PATTERSON, 2011). Estudos com individuos autistas encontraram
elevada producdo de auto anticorpos. A analise de dados de individuos com TEA demonstraram
que 30-70% dos autistas tem auto anticorpos especificos anti cérebro incluindo dentre eles
anticorpos para receptor de serotonina, proteina basica de mielina e, mais recentemente, ainda
antigenos desconhecidos do extrato de tecido cerebral adulto (ASHWOOD, VAN DE WATER,
2004a).

Outros estudos encontraram baixos niveis de vitamina D em criancas com TEA em
comparagdo com seus irmaos e pais. Baixos niveis de vitamina D também ja estavam presentes
ao nascimento em criangas mais tarde diagnosticadas com TEA, mas ndo em seus irmaos
saudaveis. Baixos niveis de vitamina D durante a gravidez impactariam negativamente no
estado cognitivo, desenvolvimento precoce e diagndstico de TEA (DIETERT et al., 2011;
KOCOVSKA et al., 2017).

Estudos experimentais em roedores mostram claramente que a deficiéncia de horménio
tireoidiano resulta em conexdes temporarias ou permanentemente suprimidas, ou anormais,
resultando assim em transtornos cerebrais e comportamentais na prole (BERBEL et al., 2014).

Evidéncias epidemioldgicas sugerem que a infeccdo materna durante a gravidez sédo
fatores de risco notaveis para desenvolvimento doencas mentais, incluindo esquizofrenia e
autismo ( BAHARNOORI et al., 2013; BOKSA, 2010; GILMORE et al., 2003; MEYER et al.,
2009; PATTERSON, 2009; PATTERSON, 2011).

A teoria neurodesenvolvimental do autismo propde que o crescimento anormal, o
desarranjo da padronizacdo neuronal e déficit na conectividade cortical sdo as causas dos
transtornos autistas (CHEN et al., 2017; DANTZER, KELLEY, 2008; PARDO, EBERHART,
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2007;). Além disso, uma diminuicdo no namero de células de purkinje no cerebelo parecem
estar associado aos sintomas de autismo (COURCHESNE et al., 2007).

Estas aberracfes apontam para varios periodos de inicio pré-natal, e em regides
particulares do cérebro que se desenvolveram mais tarde durante a neurogénese. Além disso as
regides do cérebro envolvidas no autismo tendem a se desenvolver mais lentamente e sdo mais
vulneraveis a disturbios (ASHWOOD et al., 2006).

Os mecanismos pelos quais as infeccbes pré-natais aumentam o risco para a doenca
neuropsiquiatrica ainda nao sdo bem compreendidos (BAHARNOORI et al., 2012). No entanto,
eventos imunomediados como infeccdo materna durante a gravidez sdo importantes a se
considerar neste contexto, uma vez que eles tém o potencial para induzir mudangas de longa
duracdo na estrutura e funcdo do desenvolvimento cerebral (DANTZER, KELLEY, 2008;
KOCOVSKA et al., 2017).

1.2 MODELOS COMPORTAMENTAIS

Diversos estudos utilizam modelos animais para melhor entender as causas e
consequéncias do autismo. Estes modelos levam em conta os achados comportamentais
(BERNARDI et al., 2012). Alteracdes comportamentais de algumas doencas psiquiatricas séo
geralmente estudadas em roedores utilizando diferentes testes, tais como, o labirinto em cruz
elevado, caixa de claro-escuro, campo aberto e de gravacdes de emissdes de vocalizacGes
ultrassdnicas (BASSI et al., 2012). Disturbios relacionados ao TEA mostram funcdo anormal
na neurogénese, migracdo e maturacdo neural (BERBEL et al., 2014). A contribuicdo no
entendimento da sindrome e possibilidades de procedimentos que ndo sdo possiveis em
humanos por razdes éticas, permite desvendar alguns aspectos dessa desordem (BERNARDI et
al., 2012).

Modelos animais de infec¢cdes pré-natais propdem mimetizar tanto infec¢fes bacterianas
quanto virais durante a gestacdo, principalmente com a administracdo de lipopolissacarideo
(LPS), virus influenza e acido poliinosinico-policitidilico (Polyl:C), injetadas pelas vias
intraperitoneal (i.p.), intravenosa (1V), subcutanea ou intranasal (IN) em roedores. O modelo
animal fornece uma oportunidade para perguntar se a infec¢do pré-natal pode realmente causar
alteracdes transitorias ou permanentes no SNC (BOKSA, 2010; PATTERSON, 2011).

Um modelo utilizado de tratamento sistémico de Polyl:C em ratas prenhas aumentou 0s
niveis de citocinas circulantes no soro materno, dentre elas as interleucinas IL-1p, IL-6, 1L-10

e fator de necrose tumoral (TNF), causando diminui¢do no namero de filhotes nascidos e menor
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peso da ninhada, prejuizo no reconhecimento de novos objetos e inibicdo pré-pulso (PPI)
(BALLENDINE et al., 2015).

Modelos de infecgdo respiratdria com virus influenza em camundongos prenhas durante
a gestacdo resulta em anomalias do hipocampo e cortex do sistema neonatal, assim como
alteracbes na expressdo do marcador pré-sindptico SNAP-25. Além disso, a prole de méaes
infectadas com influenza tiveram uma série de anormalidades comportamentais relevantes para
esquizofrenia e autismo, incluindo déficits na interacdo social, PPI, campo aberto e
reconhecimento de novos objetos (PATTERSON, 2009).

Em criangas que méaes que fizeram uso de Acido Valproico (VPA) durante a gravidez,
distirbios do TEA foram aumentadas diversas vezes. A dose e 0 tempo de exposicdo pode ser
a chave para a extensdo do risco. Roedores que tiveram exposi¢do in utero ao VPA foi
verificado comportamento tipo autista na prole caracterizado por diminui¢do nas vocalizacgdes,
aumento do comportamento estereotipado e reducédo na solicitagdo do comportament de brincar.
A exposicéo ao VPA produz diminuigdo do comportamento social, alteragdes no crescimento
e desenvolvimento pds-natal segundo Dietert et al., 2011, e portanto foi proposto como um
modelo pré-clinico de TEA (SERVADIO et al., 2016).

Um modelo bem aceito e caracterizado de infecgdo bateriana € a administracdo de LPS,
um componente de parede celular de bactérias gram-negativas. A administracdo sistémica do
LPS leva a ativacdo da resposta imune inata, gerando inflamacdo, febre, ativacdo do eixo

hipotalamo-hipofise-adrenal e comportamento doentio (BOKSA, 2010).

1.3LPS

O LPS é um componente da parede celular de bactérias gram-negativas, utilizado como
modelo e amplamente aceito de infec¢do bacteriana ( BAHARNOORI et al., 2012; BOKSA,
2010; KIRSTEN; TARICANO; MAIORKA, et al., 2010; PENTEADO et al., 2014). O LPS
logo apds ser injetado € reconhecido por macréfagos e células do sistema imune e liga-se ao
receptor tipo Toll-2 e 4 (TLR-2, TLR-4) conforme descrito por Baharnoori et al., (2012),
desencadeando uma cascata de transducdo de sinal levando a ativacéo de fatores de transcricao
como fator kappa B (NFKB) e subsequente transcri¢do de genes que codificam mediadores pro
e anti-inflamatérios. Tais como citocinas, quimiocinas e proteinas do sistema do complemento.
A sintese e liberacdo de de citocinas pré-inflamatorias como interleucina (IL) 1 e IL-6 , e fator
de necrose tumoral-o. (TNF- a). IL-1 e TNF- a s&o produzidos localmente e atuam sobre

fibroblastos e endotélio para induzir a sua propria sintese bem como a de IL-6 e outras citocinas.
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A IL-6 circulante interage entdo com alvos no cérebro para induzir sintese de prostaglandinas
(PG’s) no hipotalamo mediada pela ciclo-oxigenase-2 (COX-2). PGs atuam em neurdnios
termossensiveis na area pré-otica do hipotalamo anterior mediando o aumento na temperatura
corporal central conforme descrito por Boksa (2010), ativacdo do eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal (HHA) e sintomas de sickness behavior ( DANTZER, 2004; PECCHI et al., 2009;
YIRMIYA et al., 1994;). Temperaturas mais altas alacangadas durante a febre estimula a
proliferacdo de células do sistema imune e desfavorece o crescimento de bactérias e virus. Ha
ainda uma reducgdo nos niveis de Ferro e Zinco diminuindo a disponibilidade deste minerais
vitais no crescimento e multiplicacdo destes organismos ( DANTZER, 2004; HART, 1988;
KLUGER, 1986). Especificamente, parece que a citocina pro-inflamatéria 1L-6 parece assumir
um papel critico na mediacdo dos efeitos da ativacdo imunomaternal no desenvolvimento do
cerebro fetal (MEYER et al., 2009; SMITH et al., 2007).

Alem das respostas inflamatorias maternas, ocorre alteragdes das citocinas e outros
mediadores na placenta. Em estudos realizados com LPS radiomarcados injetados em ratas
prenhas, foi observado o que 0 mesmo encontrava-se nos tecidos maternos assim como na
placenta, porém néo foi detectado no cérebro fetal (ASHDOWN et al., 2006). No entanto o LPS
administrado induziu o aumento de citocinas TNF, IL-1 ou IL-6 na placenta e IL-1 no plasma
fetal conforme descrito por Kirsten et al., (2011); Urakubo et al., (2001), e cérebro fetal
(OSKVIG et al., 2012). Citocinas tém importante papel no desenvolvimento do SNC. Estes
mediadores parecem induzir possiveis alteragdes no desenvolvimento do cerebro fetal
(BOKSA, 2010).

O mecanismo pelo qual o LPS pré-natal induz alteracGes no cérebro fetal envolve o
estresse oxidativo. Foi observado aumento nos marcadores indicativos de estresse oxidativo no
cérebro fetal de ratos horas apds a injecdo materna de LPS assim como no cérebro da prole em
idade pds-natal (PAINTLIA et al., 2004; PAINTLIA, PAINTLIA, CONTRERAS, et al., 2008).

Da mesma forma, estresse materno durante a gravidez pode alterar o comportamento
materno pos-parto levando a um eventual desenvolvimento anormal na prole. Roedores nascem
com cérebro imaturo, sendo assim levam um significativo tempo para seu desenvolvimento, o
que demonstra que um relacionamento deficiente entre mée e filhote pode causar alteracfes
permanentes na prole (FLEMING et al., 1999; MEYER et al., 2006).

Mudancas cerebrais a longo prazo na prole e durante a vida pds-natal foram observados
apos o desafio imunomaterno como, morte de matéria branca, hipomielinizacdo, aumento de
proteina acida fibrilar glial (GFAP) e diminui¢do nos niveis de serotonina foram encontrados

em varias regides cerebrais. Alteracdes de varios marcadores dopaminérgicos foram por vezes
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relatados, assim como o hipocampo parece ser afetado com o aumento dos receptores
AMPAR/NMDA, além de alteragdes de transmissdo sinépticas e diminuigdo da neurogénese.
Da mesma forma testes comportamentais mostraram prejuizo na inibicdo pré-pulso e inibigdo
latente conforme demonstra Boksa (2010) e aumento de comportamentos repetitivos e
estereotipados (SERVADIO et al., 2015).

A ativacdo imunoldgica pré-natal é, portanto altamente adequada para elucidar e
contribuir para o entendimento de como infec¢fes pré-natais podem afetar o desenvolvimento
do cérebro durante a fase fetal e pos-natal. Assim bem como testes comportamentais relevantes

visam validar o modelo translacional de autismo.
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Figura 1 - AlteracGes bioquimicas na mae, placenta, feto e periodo pos-natal apds exposicao ao LPS.
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Nota: A figura 1 mostra a acdo do LPS. Apds a aplicacdo do LPS o mesmo se liga aos receptores TLR-
4 em macréfagos e outras células imunes que desencadeiam uma cascata de transducdo de
citocinas (TNF- a, IL-1, IL6), estas por sua vez induzem a formac¢do de PG’s que atuam em
neurdnios termossensiveis no hipotdlamo mediando a alteracdo de temperatura causando febre
e ativacdo do eixo HPA induzindo sickness behavior. Da mesma forma aumenta a expressao
destas citocinas na placenta causando aumento do estresse oxidativo bem como alteragcdes no
desenvolvimento cerebral fetal. Estas alteracdes podem perdurar pelo periodo p6s-natal com
aumento de estresse oxidativo, citocinas, GFPA, alteracGes no hipocampo como expressao de
receptores AMPA/NMDA, diminuicdo da neurogénese e ainda alteracbes dopaminérgicas e
serotoninérgicas causando déficits comportamentais tardias. Altera¢cbes no comportamento
maternal durante a infancia pode interferir no desenvolvimento e maturagdo dos circuitos

neurais.
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2 JUSTIFICATIVA

O modelo animal fornece uma abordagem oportuna para perguntar se as infecc@es pré-
natais realmente podem causar mudancas transitorias ou permanentes no SNC, e quais
mecanismos Sao responsaveis por essas mudancas. Contribuindo assim para entendimento das
correlagbes com os TEA permitindo desvendar alguns aspectos destas desordens,
procedimentos estes impossiveis em humanos por razbes éticas. O modelo proposto visa
mimetizar infec¢bes durante a gestagcdo, com a administracdo de LPS, injetado intraperitoneal
(IP) em ratas prenhas no 9°.5 e 16° dia de gestagdo (GD9.5 e 16) e na dose de 100 pg/Kg e 500

Mg/Kg respectivamente, e posteriormente analise comportamental da prole.
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3 OBJETIVOS

A seguir sera descrito o objetivo geral e especificos do presente estudo.

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as altera¢cdes comportamentais da prole de ratas submetidas a administracdo de

LPS durante a prenhez.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Caracterizar por meio de testes comportamentais um modelo experimental
translacional de autismo;

b) Caracterizar a expressdo de c-Fos em encéfalos de ratos submetidos ao teste de
comportamento de brincar (Play Behavior) identificando possivel diferenca na

ativacdo de areas cerebrais entre 0S grupos experimentais.
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4 METODOS

A seguir sera descrita metodologia e andlise estatistica utilizadas no presente estudo.

4.1 ANIMAIS

Foram utilizadas ratas Wistar pesando de 200 a 250g, a partir de 8 semanas de vida,
provenientes do Biotério da Universidade Federal de Alfenas-UNIFAL-MG. As ratas foram
alojadas em caixas de polipropileno adequadas a sua manutencao, tratadas com ragdo comercial
e dgua “ad libitum” € mantidas em sala climatizada a 23 + 1 °C em ciclo 12 horas claro-escuro

sendo acesa as 7h e desligada as 19h.

4.1.2 NUmero de animais

O ndmero de animais que receberam tratamento no GD9.5 foi de 36 e no GD16 foi de
23, perfazendo um total de 59 animais que tiveram ninhadas com 8 filhotes (com 4 machos e 4
fémeas), totalizando 472 filhotes, destes sendo 236 filhotes machos e 236 filhotes fémeas que

foram submetidos aos diferentes procedimentos experimentais descritos adiante.

4.1.3 Acasalamento

Ao final do dia as ratas foram colocadas em gaiolas com machos sexualmente
experientes para o acasalamento na proporc¢éo de duas fémeas para um macho, e deixados juntos
por quatro dias. Pela manha do dia seguinte foi realizado o lavado vaginal e logo apds anélise.
O dia em cuja manha foi constatada a presenca de espermatozoides no lavado vaginal foi
considerado como sendo o dia zero de gestacdo, denominado (GDOQ). As ratas prenhas foram
separadas individualmente em uma caixa até o nascimento dos filhotes.

O dia de nascimento dos filhotes foi considerado como dia zero (PNDO).
4.2 DROGAS UTILIZADAS
LPS obtido a partir de Escherichia coli, Sigma, sorotipo 026: B6, marca Sigma-Aldrich,

foi dissolvido em solucdo salina (NaCl 0,9%) e estocado em aliquotas de 10 mg/ml e

posteriormente diluidos para administragdo nas ratas prenhes nas doses de 100 pg/kg no GD9.5
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ou 500 pg/kg no GD16, aplicado por via intraperitoneal (i.p). Estas doses foram escolhidas com
base em estudos prévios que demonstraram induzir alteracdes comportamentais, enddcrinas e
aumentar as concentracdes de citocinas na placenta decorrentes da administracdo de LPS. O
GD9.5 e GD16 foram escolhidos pois em ratos estes periodos compreendem o 1° e 2° trimestre
de gestacdo em humanos respectivamente (CLANCY et al., 2007). O grupo controle recebeu

solucéo salina (1ml/kg, i.p.).

4.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O presente estudo foi realizado em duas etapas sendo, a primeira etapa nas ratas prenhas
e segunda nos filhotes durante a infancia e adolescéncia.

No GD9,5 ou no GD16 as fémeas foram tratadas com LPS ou SAL. A seguir foi avaliado
0 comportamento doentio (Sickness behavior) das ratas, com avaliagdo no teste de campo aberto
e ingestdo alimentar e ganho de peso durante 24 horas.

O dia de nascimento dos filhotes foi considerado PNDO. Um dia ap0s 0 nascimento
PND1, as ninhadas foram verificadas quanto peso e ao numero de filhotes nascidos, e logo apos
padronizados em 8 filhotes, sendo 4 machos e 4 fémeas. O comportamento materno (CM) foi
avaliado nos PND2, 3 e 4.

De cada ninhada, 1 filhote macho e 1 fémea foram utilizados para avaliar a vocalizacao
(realizados nos PND5, 9 e 13) e submetidos ao teste de homing no PND13); 1 filhote macho e
1 fémea para o teste de hole-board no PND26, 1 filhote macho e 1 fémea para teste de labirinto
em cruz elevado no PND28 e no campo aberto no PND34, e 1 filhote macho e 1 fémea para o
teste de play behaviour no PND33 e 90 minutos ap6s o referido teste os animais foram
perfundidos com paraformaldeido a 4% (PFA 4%) para fixacdo dos tecidos encefalicos para
realizacdo de imunoistoquimica para c-fos. Os animais que passaram pelos testes de
vocalizacdo e homing foram pesados nos PND5, 9, 13, 21, 26, 28, 33 e 34, para avaliacdo do
crescimento.

Todos os testes comportamentais da prole foram realizados entre 7h e 13h. A figura a
seguir ilustra os procedimentos ou testes comportamentais realizados ao longo do periodo

experimental.
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Figura 2 — Delineamento experimental.
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Fonte: Do autor.
Nota: A figura 2 mostra o delineamento experimental ilustrando os procedimentos ou testes
comportamentais realizados ao longo do periodo experimental.

4.4 TESTES COMPORTAMENTAIS NAS RATAS PRENHAS

A sequir sera descrito os testes comportamentais aplicados nas ratas prenhas.

4.4.1 Campo aberto

No GD9.5 ou no GD16, 2h apds de receberem LPS ou SAL, as ratas prenhas foram
submetidas ao teste de campo aberto para avaliacdo da atividade motora, evidenciados pela
distancia percorrida e tempo de imobilidade para caracterizar o comportamento doentio. As
ratas foram colocadas individualmente em uma arena circular de acrilico com diametro de 60
cm e paredes com 50 cm de altura. Cada animal foi colocado no centro da arena e filmado por
5 min para posterior analise e em seguida o aparato foi limpo com solucéo de etanol a 5%. Foi

realizado analise automatica utilizando o software Ethovision XT verséo 9.0.
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Fotografia 1 — Campo aberto.

Fonte: Do autor.
Nota: A fotografia 1 mostra do aparato de campo aberto utilizado para avaliagdo da distancia percorrida
e tempo de imobilidade dos animais 2h apos a aplicagdo do LPS ou SAL.

4.4.2 Ingestdo alimentar e ganho de peso

No momento da aplicacdo de LPS ou SAL, os animais foram pesados e a racdo foi
retirada. Duas horas apds a aplicacdo, uma por¢cdo de racdo previamente pesada foi
disponibilizada aos animais. No dia seguinte, 24h ap0s os tratamentos, a racdo foi pesada para
verificacdo da gquantidade de racdo consumida e os animais pesados. Este teste foi realizado

para avaliacdo da anorexia e perda de peso provocada pelo LPS (DANTZER, 2004).

4.4.3 Comportamento materno (CM)

No dia da padronizagdo as ratas e sua prole foram alojadas em caixas de acrilico

transparentes para facilitar a observagdo. Nos PND2, 3 e 4 foi analisado o CM. O CM foi
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observado nos periodos da manhd (09h30min as 11h) e tarde (15h30min as 17h) de 3 em 3 min
perfazendo um total de 30 observagdes por periodo e 60 observagdes por dia.

Foram avaliados os parametros de comportamentos maternos (cifose amamentando 0s
filhotes, deitada sobre os filhotes, lambendo os filhotes, em posicdo passiva alimentando 0s
filhotes, self-grooming materno e construindo o ninho), e ndo maternos (alimentando sem os

filhotes, explorando fora do ninho e ndo explorando fora do ninho).

Fotografia 2 — Comportamento materno tipico.

Fonte: Vilela, 2011.
Nota: A fotografia 2 mostras uma rata em comportamento materno tipico cuidando dos filhotes.

4.5 TESTES COMPORTAMENTAIS NA PROLE

A seguir sera descrito os testes comportamentais aplicados na prole.

4.5.1 Vocalizacdo ultrassénica (USV)
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O teste de USV foi aplicado nos filhotes nos PND5, 9 e 13. Os filhotes foram isolados
por 10 minutos, em sala com temperatura mantida a 25°C e posteriormente submetidos ao teste
durante 3 min. O teste consiste em colocar o filhote dentro de uma caixa com isolamento
acustico, com um microfone de captacdo ultrassdnica montado de forma suspensa, conectado a
um amplificador (Microphone Amplifier Med Associates inc, modelo ANL-940-1) e através do
Software LabChart as gravacOes foram apresentadas em um computador e armazenadas como
espectrogramas, onde foram posteriormente analisadas.

Filhotes de ratos comunicam-se por vocalizagfes ultrassonicas entre de 20 e 90 kHz.
Estas vocalizagGes mudam a medida que os filhotes desenvolvem em dire¢do a comunicacao
acustica do rato adulto. Estudos de vocalizacGes ultrassonicas em filhote de rato (USV) emuma
variedade de contextos, incluindo o chamado isolamento induzido, contribui para investigagéo
de emocdes, interacdes sociais no inicio da vida, comportamento de apego, interagdes materno-
infantil, comportamento juvenil, e desenvolvimento. USV induzida por isolamento tem sido
considerada um marcador de ansiedade com a sua taxa aumentada e diminuida por agentes

ansiogénicos e ansiolitico, respectivamente (SPENCE et al., 2016).
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Fotografia 3 — Estacédo de gravacado de vocalizagtes.
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Fonte: Do autor.
Nota: A fotografia 3 mostra a estagdo montada para gravagdo das emissdes de USV’s dos filhotes.

4.5.2 Motivacdo para encontrar o ninho (Homing)

O teste de homing foi aplicado no PND13, onde o filhote foi isolado por 30 min. antes
do teste.

O teste consiste em colocar o filhote em uma caixa de polipropileno a qual foi dividida
em quatro partes iguais de maravalha, sendo ¥ com maravalha limpa, e %2 com maravalha
proveniente do ninho materno. O filhote foi colocado na por¢do com maravalha limpa e virado
com a cabega para a parede contraria & por¢cdo com maravalha do ninho, na extremidade oposta
da mesma.

O procedimento de resposta homing explora a motivacéo do filhote usando o olfato para
atingir o seu ninho e de manter contato com sua méae e irmaos. Ele é adequado e biologicamente
relevante para examinar a aprendizagem espacial em roedores imaturos, como lembrando a

localizac&o do ninho, e tem um alto valor adaptativo para animal (MIKULECKA et al., 2014).
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O teste teve duragdo de 3 min onde foi avaliado o tempo de laténcia para o filhote para

entrar na porgdo com maravalha do ninho (MELANCIA et al., 2017).

Fotografia 4 — Homing.

Fonte: Do autor.
Nota: A fotografia 4 mostras uma caixa preparada para o teste de homing com % de maravalha limpa e
Y, de maravalha proveniente do ninho.

4.5.3 Tabua de buracos (Hole-board)

O aparato consiste de uma caixa de vidro de 40 cm largura x 40 cm comprimento x 40
cm altura, com uma tabua contendo 16 furos de 2,5 cm de diametro elevada a 15 cm do fundo
da caixa por suportes, e montada sobre um fundo preto.

Um dia antes do teste todos os animais (inclusive os que ndo passariam pelo teste),
foram levados a sala de comportamento para ambientacdo e |4 permaneceram por 24h, no
mesmo dia o filhote que passaria pelo teste foi ambientado ao aparato sem a tbua de buracos
por 10 min. No dia seguinte a ambientacéo o filhote j& ambientado passou pelo teste, o qual foi
gravado para posterior analise. O teste foi realizado no PND26 e teve duracéo de 15 min.
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Foi avaliada a frequéncia com que 0s animais colocaram a cabeca até a altura das orelhas
dentro dos buracos. Este teste estd associado a atividade exploratéria (KUMAR; SHARMA,
2016b) e comportamento estereotipado e repetitivo (SERVADIO et al., 2016). Cada animal foi
colocado no centro do aparato e filmado por 15 min para posterior anélise e em seguida o
aparato foi limpo com solucdo de etanol a 5%.

Fotografia 5 — Hole-board.

Fonte: Do autor.
Nota: A fotografia 5 mostras o aparato de hole-board montado para o teste.

4.5.4 Labirinto em cruz elevado

O labirinto em cruz elevado consiste em um aparato com dois bragos abertos e dois
bragos fechados, cada braco medindo 50 cm de comprimento e 10 cm de largura e elevados a
50 cm do solo. Filhotes no PND28 foram isolados individualmente por 10 minutos e logo em
seguida foram colocados no aparato com o focinho voltado para um dos bragos fechados. Foi

avaliado o percentual do tempo dispendido no brago aberto. Cada animal foi filmado por 5
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minutos para posterior analise utilizando o software Ethovision XT verséo 9.0 e em seguida o

aparato foi limpo com solucdo de etanol a 5%.

Fotografia 6 — Labirinto em cruz elevado.

Fonte: Do autor.
Nota: A fotografia 6 mostra o aparato de labirinto em cruz elevado preparado para o teste.

4.5.5 Campo aberto

Filhotes no PND34 foram submetidos ao teste de Campo Aberto. Os animais foram
colocados individualmente em uma arena circular de acrilico com didmetro de 60 cm e paredes
com 50 cm de altura. Cada animal foi colocado no centro da arena e filmado por 5 minutos para
posterior analise utilizando o software Ethovision XT versdo 9.0 e em seguida o aparato foi

limpo com solucéo de etanol a 5%.
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Fotografia 7 — Campo aberto.

Fonte: Do autor.
Nota: A fotografia 7 mostra o aparato de campo aberto utilizado para verificar a mobilidade dos filhotes.

4.5.6 Comportamento de brincar (Play behavior)

O teste de play behavior foi aplicado no PND33 e consistiu em colocar dois animais da
mesma idade em uma caixa de vidro de 40 cm largura x 40 cm comprimento x 40 cm altura
forrada com maravalha e verificar a interacdo entre eles.

Da mesma forma que o hole-board, um dia antes do teste todos os animais (inclusive 0s
gue ndo passariam pelo teste), foram levados a sala de comportamento para ambientacéo e la
permaneceram por 24h, no mesmo dia o filhote que passaria pelo teste foi ambientado ao
aparato individualmente por 10 min. No dia do teste, 0os animais previamente ambientados
foram isolados por 3,5h. Cada dupla de animal isolado e com mesmo tratamento (animais LPS
foram confrontados com animais LPS e animais SAL foram confrontados com animais SAL)

foram filmados por 15 min no dia do teste em uma arena quadrada de vidro de 40 largura x 40
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comprimento X 40 de altura forrada com maravalha. O teste foi conforme descrito por
(MELANCIA et al., 2017).

Foram avaliadas as duplas e os seguintes parametros foram analisados: 1) frequéncia de
pinning; 2) frequéncia de pouncing; 3) tempo de exploracdo anogenital; 4) tempo de

perseguicao.

Fotografia 8 — Play behavior.

Fonte: Do autor.
Nota: A fotografia 8 mostra o aparato montado para teste de play behavior.

4.5.7 Perfusao

90 min apds o teste de comportamento de brincar os animais foram anestesiados com
tribromoetanol (TBE), na dose de 250 mg/kg de peso corporal e perfundidos através de uma
puncdo intracardiaca com solu¢cdo SAL heparinizada (1ml/L) seguida de fixador
paraformaldeido 4% (PFA 4%) em solucdo de tampéo fosfato (PBS 0,1M). Os encéfalos foram
entdo removidos e armazenados em fixador PFA 4% PBS 0,1M durante 4 horas e em seguida
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transferidos para uma solugdo de sacarose 30% em PBS 0,1M e armazenados a 4°C.
Posteriormente os encéfalos foram seccionados em cortes de 30pum de espessura e em duplicatas
utilizando-se um Criostato, e coletados em PBS 0,01M, logo apds passaram por
imunoistoquimica (VILELA; GIUSTI-PAIVA, 2014). Nestes cortes de tecidos foram
realizadas marcacOes de areas especificas. Os cortes nao utilizados foram armazenados em

solucdo anti-freezing.

4.5.8 Imunoistoquimica

A imunoistoquimica foi iniciada imediatamente apds os encéfalos serem cortados. Foi
realizado o bloqueio da peroxidase enddgena (solucao de H2O2, 1%) por 30 minutos e 0s cortes
foram lavados com PBS 0,01M por 3 vezes a 5 minutos. Posteriormente, foi feito o bloqueio
das ligacdes inespecificas em solucéo de albumina bovina 5% em PBS 0,1M durante uma hora.

Os cortes foram processados para imunorreatividade para c-Fos, ficando incubados
durante a noite com o anticorpo primario anti-fos de coelho (Ab-5, Oncogene Science,
Manhasset, NY, USA) diluido 1:10.000 em PBS 0,1 M contendo 2% de Normal Goat Serum e
0.3% Triton X-100 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA). Apds lavagem, os cortes foram
incubados com segundo anticorpo biotinilado (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA,
USA), diluido 1:200 em 1.5% de Normal Goat Serum — PBS 0,1M seguido pelo complexo
avidina-biotina-peroxidase (Vector Elite) 1:200 em PBS 0,1M ambos por 1 hora a temperatura
ambiente. Para coloracdo, foi empregado diaminobenzidina (DAB, Sigma -Aldrich Co., St.
Louis, MO, USA) intensificado com cloreto de cobalto 1% (CoCl, 1%) e sulfato de niquel 1%
(NiSO4 1%). O produto da reagdo conferiu uma coloragdo violeta escuro — preto ao nucleo
(VILELA; GIUSTI-PAIVA, 2014).

Por altimo, os cortes foram montados em laminas gelatinizadas. Para solucdo de gelatina
foi utilizado 0,625% gelatina (Gelatina Albrecht), azida de sodio a 0,04% (NaNs 0,04%) e 4gua
destilada 500ml. As laminas depois de montadas com os cortes foram secas a temperatura
ambiente, desidratadas com xileno e cobertas com Entellan e laminulas.

As areas enceféalicas estudadas, cortex cingulado (Cing) +3,24mm anterior ao Bregma,
area pré-limbica (Prl) +3,24mm anterior ao Bregma, cortex pririforme (Pir) +3,24mm anterior
ao Bregma, cortex insular agranular ventral (AlV) 3,24mm anterior ao Bregma, cortex insular
agranular dorsal (AID) +3,24mm anterior a0 Bregma, nucleo accubens core (AcbC) +0,72mm
anterior ao Bregma, nacleo accubens shell (AcbSh) +0,72mm anterior ao Bregma, habénulas

(HB) -2,72mm posterior ao Bregma, amigdala baso-laterla (BLA) -2,72mm posterior ao
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Bregma e amigdala baso-medial (BMA) -2,72mm posterior ao Bregma, todas as areas foram
identificadas e delimitadas de acordo com o atlas (PAXINOS; WATSON, 2007). As células
imunorreativas para c-Fos foram contadas manualmente com auxilio de um microscépio Nikon
modelo H55L no aumento de 10 vezes (10 x). As imagens foram capturadas e o nimero de

cortes representativos para cada grupo experimental foi de 6.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados utilizando o Software GraphPad Prisma versdo
6.0 e expressos com média + erro padrdo da média (SEM). Para comparagdo entre 0s grupos
foi utilizado t-student test, e o teste de correlagdo entre os parametros do play behavior e as
areas imunoativadas por c-fos. Os resultados obtidos com valores inferiores 0,05 (P<0.05)

foram considerados significativos.
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5 RESULTADOS

No grafico 1 observa-se que os animais que receberam LPS (100 pg/kg no GD9.5; n =
7) tenderam a ingerir menor quantidade de racdo durante as 24h ap6s o tratamento em
comparacdo com o0s animais que receberam SAL (n = 5), porém ndo houve diferenca
significativa entre os grupos (p=0,1191). Da mesma forma no grafico 2 observamos uma
tendéncia dos animais que receberam LPS a percorrer menor distdncia no campo aberto em
comparacdo com 0s animais que receberam SAL, porém ndo houve diferenca significativas
entre 0s grupos (p=0,1288). Tais resultados indicam que a dose de 100 pg/kg aplicado no GD9.5
ndo foi efetiva em induzir sickness behavior em ratas prenhas.

Grafico 1 — Consumo de racdo durante 24h apés aplicacdo de (LPS 100
Mo/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD9.5.

1

Ingestdo alimentar 24h (g)

CONTROLE LPS

Fonte: Do autor.

Nota: O gréfico 1 mostra o consumo de ra¢do em gramas durante 24h apds
a aplicagdo de LPS (100 pg/kg; i.p.) ou SAL (1 ml/kg, i.p.) no
GD9.5. Valores expressos em média = SEM.
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Gréfico 2 — Distancia percorrida no campo aberto 2h apés aplicagéo de (LPS
100 pg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD9.5.
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Fonte: Do autor.
Nota: O grafico 2 mostra a distancia percorrida pelos animais no campo aberto
2h apo6s da aplicacdo de LPS (100 pg/kg; i.p.) ou SAL (1 ml/kg, i.p.)
em ratas no GD9.5 de prenhez. Valores expressos em média = SEM.
Resultados quanto ao nimero de filhotes nascidos, peso das ninhadas ndo padronizadas
e padronizadas no PND1 filhos de mées que receberam 100 pg de LPS ou 1 ml/kg de SAL no
GD9.5 (N=7 e N=5) sdo observados nos graficos 3, 4 e 5 respectivamente.
Os graficos 3, 4 e 5, mostram que ndo houve diferenca quanto ao numero de filhotes
nascidos (p=0,6087), quanto ao peso da ninhada ndo padronizada no PND1 (p=0,5312) e quanto
ao peso da ninhada padronizada N=8 no PND1 (p=0,7921) dentre os grupos de filhotes de ratas

que receberam LPS em comparacdo com grupo SAL.



Gréfico 3 — Numero de filhotes nascidos (LPS 100 pg/kg; i.p.) ou (SAL 1
ml/kg, i.p.) no GD9.5.
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Fonte: Do autor.
Nota: O grafico 3 mostra o nimero de filhotes nascidos de mées que

receberam LPS (100 pg/kg; i.p.) ou SAL (1 ml/kg, i.p.) no GD9.5.
Valores expressos em média £ SEM.

Gréfico 4 — Peso da ninhada ndo padronizada (LPS 100 pg/kg; i.p.) ou (SAL
1 ml/kg, i.p.) no GD9.5.
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Fonte: Do autor.

Nota: O gréafico 4 mostra 0 peso da ninhada ndo padronizada no PND1
filhotes de mées que receberam LPS (100 ug/kg; i.p.) ou SAL (1
ml/kg, i.p.) no GD9.5. Valores expressos em média + SEM.
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Gréfico 5 — Peso da ninhada padronizada (LPS 100 pg/kg; i.p.) ou SAL (1
ml/kg, i.p.) no GD9.5.
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Fonte: Do autor.

Nota: O grafico 5 mostra o peso da ninhada p6s padronizacdo em N=8 no
PND1 filhotes nascidos de mées que receberam LPS (100 pg/kg; i.p.)
ou SAL (1 ml/kg, i.p.) no GD9.5. Valores expressos em média £ SEM.

O numero de UVS’s nos PND5, 9 e 13 dos filhotes machos e fémeas de maes que
receberam LPS ou SAL no GD9.5 (N=18/grupo) sdo mostrados nos graficos 6, 7 e 8
respectivamente.

O gréfico 6 (A) mostra que ndo houve diferenca entre os grupos (p=0,3646) dos filhotes
machos filhos de mées que receberam tratamento com LPS ou SAL no PND5. Da mesma forma
O gréafico 6 (B) mostra que também ndo houve diferenca quanto ao nUmero de vocalizagdes nos
filhotes fémeas (p=0,8776).

O grafico 7 (A) mostra uma que ndo houve diferenca entre os grupos (p=0,6192) de
filhotes machos filhos de mées tratadas com LPS ou SAL no PND9. Da mesma forma o gréafico
7 (B) mostra que nao houve diferenca quanto ao namero de vocalizacdes dos filhotes fémeas
(p=0,9699).

O grafico 8 (A) mostra que ndo houve diferenca quanto ao nimero de vocalizagdes nos
filhotes machos filhos de mées tratadas com LPS ou SAL (p=0,5088) no PND13. Da mesma
forma o gréafico 8 (B) mostra que ndo houve diferenca entre os filhotes fémeas de mées que
receberam LPS ou SAL (p=0,4944).



Gréfico 6 — Vocalizagdes no PND5 (LPS 100 pg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD9.5.
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Fonte: Do autor.

Nota: O grafico 6 mostra o nimero de vocalizagBes ultrassdnicas (USV’s) emitidas durante
3 min dos filhotes (A) machos e (B) fémeas filhos de maes tratadas com LPS (100
pg/kg; i.p.) ou SAL (1 ml/kg, i.p.) avaliado no PND5. Valores expressos em média +
SEM.

Gréfico 7 — Vocalizag¢des no PND9 (LPS 100 pg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD9.5.
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Fonte: Do autor.
Nota: O grafico 7 mostra o nimero de vocalizacdes ultrassdnicas (USV’s) emitidas durante
3 min pelos filhotes (A) machos e (B) fémeas filhos de maes tratadas com LPS (100

po/kg; i.p.) ou SAL (1 ml/kg, i.p.) avaliado no PND9. Valores expressos em média *
SEM.
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Grafico 8 — Vocalizag¢des no PND13 (LPS 100 pg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD9.5.
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Fonte: Do autor.

Nota: O grafico 8 mostra o nimero de vocalizagBes ultrassonicas (USV’s) emitidas durante
3 min pelos filhotes (A) machos e (B) fémeas filhos de mées tratadas com LPS (100
pg/kg; i.p.) ou SAL (1 ml/kg, i.p.) avaliado no PND13. Valores expressos em média
+ SEM.

No gréafico 9 observa-se o desempenho dos filhotes no teste de homing, no qual é
avaliado a laténcia para entrada na porcdo com maravalha do ninho dos filhotes machos e
fémeas de mées que receberam LPS ou SAL no GD9.5 (N=18/grupo).

O grafico 9 (A) mostra que ndo houve diferenca entre os filhotes machos de ratas
tratadas com SAL ou LPS (p=0,3874). Ja o grafico 9 (B) mostra que com relacdo aos filhotes
fémeas houve um maior tempo de laténcia para entrada na por¢do com a maravalha do ninho
para os filhotes de maes tratadas com LPS em comparacdo aos filhotes de maes SAL,

apresentando diferenca significativa entre os grupos (*p=0,0422).
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Gréfico 9 — Laténcia no teste de homing (LPS 100 pg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no

GD9.5.
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Fonte: Do autor.

Nota: O grafico 9 mostra o tempo de laténcia em segundos para entrada na por¢ao com
maravalha do ninho dos filhotes (A) machos e (B) fémeas filhos de mées tratadas com
LPS (100 pg/kg; i.p.) ou SAL (1 mi/kg, i.p.), avaliado no PND13. Valores expressos
em média £ SEM.*p<0,05.

O grafico 10 mostra o numero de mergulhos (head dipping) dos filhotes machos e
fémeas de mées que receberam LPS ou SAL no GD9.5 (N=18/grupo) no teste hole-board. O
gréfico 10 (A) mostra que ndo houve diferenca quanto ao numero de mergulhos dos filhotes
machos de ratas tratadas com LPS em comparagdo com os filhotes de ratas tratadas com SAL
(p=0,7335). Da mesma forma o grafico 10 (B) mostra que ndo houve diferengca quanto ao
namero de vezes em que os filhotes fémeas filhotes de maes tratadas com LPS colocaram a

cabeca nos buracos em comparacdo com filhotes de maes SAL (p=0,8419).
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Gréfico 10 — Numero de mergulhos no hole-board (LPS 100 pg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/Kkg,

i.p.) no GD9.5.
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Fonte: Do autor.

Nota: O gréafico 10 mostra o nimero de mergulhos nos buracos do hole-board durante 15
min dos filhotes (A) machos e (B) fémeas filhos de maes tratadas com LPS (100 pg/Kkg;
i.p.) ou SAL (1 ml/kg, i.p.) avaliado no PND26. Valores expressos em média + SEM.

O gréafico 11 (A) mostra o percentual de tempo de permanéncia nos bragos abertos do
labirinto em cruz elevado dos filhotes machos de mées que receberam LPS ou SAL no GD9.5
(N=18/grupo). Néao havendo diferenca entre os grupos (p=0,2215). O gréafico 11 (B) mostra que
da mesma forma, ndo houve diferenca no tempo de exploracdo do braco aberto pelos filhotes

fémeas de ratas tratadas com LPS ou SAL no labirinto em cruz elevado (p=0,3414).

Grafico 11 — Tempo gasto no braco aberto do labirinto em cruz elevado (LPS 100 pg/kg; i.p.)
ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD9.5.
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Fonte: Do autor.

Nota: O gréafico 11 mostra o Percentual de tempo gasto no braco aberto do labirinto em cruz
elevado durante 5 min dos filhotes (A) machos e (B) fémeas filhos de mées tratadas com
LPS (100 pg/kg; i.p.) ou SAL (1 mi/kg, i.p.) no PND28. Valores expressos em média +
SEM.
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Os parametros observados no play behavior foram: nimero de pouncings, nimero de
pinnings, nimero de partial rotations, tempo gasto perseguindo o oponente e tempo de
exploracdo anogenital dos filhotes machos (gréaficos 12 A-E) e fémeas (gréficos 13 A-E) de
ratas que receberam LPS ou SAL no GD9.5 (N=18/grupo).

O gréfico 13 (A) mostra que ao buscar pelas brincadeiras (pouncings) dos filhotes
machos de ratas tratadas com LPS ndo foi alterada quando comparado aos animais SAL
(p=0,5705). Da mesma forma o gréafico 13 (A) mostra que os filhotes fémeas de ratas tratadas
com LPS ndo alteram o nimero de pouncings em comparacao aos filhotes fémeas de mées que
receberam SAL (p=0,2688). O grafico 12 (B) mostra que ndo houve diferenca em aceitar as
brincadeiras (pinnings) entre os grupos de filhotes machos de mées tratadas com LPS ou SAL
(p=0,9296). Da mesma forma o gréfico 13 (B) mostra que ndo houve diferenca entre 0s grupos
de filhotes fémeas de maes tratadas com LPS ou SAL (P=0,7776).

O gréafico 12 (C) mostra que nao houve diferenca entre os animais machos filhotes de
ratas tratadas com LPS em praticar o partial rotation em comparacdo com os animais filhotes
de ratas tratadas com SAL (p=0,3387). Da mesma forma o grafico 13 (C) mostra que entre 0s
filhotes fémeas ndo houve diferenca entre os grupos filhotes de méaes LPS ou SAL (p=0,8018).

O grafico 12 (D) mostra que ndo houve diferenca entre os grupos de animais machos
filhotes de ratas tratadas com LPS ou SAL em perseguir mais o parceiro (p=0,3197). O grafico
13 (D) mostra que da mesma forma ndo houve diferenca entre os grupos de animais fémeas
filhotes de maes tratadas com LPS ou SAL (p=0,5417).

O grafico 12 (E) mostra que ndo houve diferenca na exploracdo da regido anogenital do
parceiro entre os filhotes machos de mées tratadas com LPS em comparacao com os filhotes de
mées SAL (p=0,5111). Da mesma forma o grafico 13 (E) mostra que houve ndo houve diferenca
entre os filhotes fémeas de maes tratadas com LPS em explorar a regido anogenital do parceiro

em comparacdo com os filhotes de mées SAL (p=0,2289).



Gréfico 12 — Pardmetros avaliados no teste de play behavior nos filhotes machos (LPS 100

po/kg; i.p.) ou (SAL 1 mil/kg, i.p.) no GD9.5.
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Nota: O grafico 12 mostra os parametros avaliados no teste de play behavior nos filhotes
machos de maes tratadas com LPS (100 pg/kg; i.p.) ou SAL (1 ml/Kkg, i.p.) no PND33.
N=9 e N=14: (A) N° de poucings; (B) N° de pinnings; (C) N° de partial rotations; (D)
tempo de perseguicao; tempo de exploracdo anogenital. Valores expressos em média

+ SEM.
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Gréfico 13 — Parametros avaliados no teste de play behavior nos filhotes fémeas (LPS 100
po/kg; i.p.) ou (SAL 1 mil/kg, i.p.) no GD9.5.
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Nota: O grafico 13 mostra os parametros avaliados no teste de play behavior nos filhotes
fémeas de maes tratadas com LPS (100 pg/kg; i.p.) ou SAL (1 ml/kg, i.p.) no PND33.
N=9 e N=14: (A) N° de poucings; (B) N° de pinnings; (C) N° de partial rotations; (D)
tempo de perseguicao; tempo de exploracdo anogenital. Valores expressos em média

+ SEM.
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O gréafico 14 (A) mostra que ndo houve diferenga (p=0,6823) quanto a distancia
percorrida no campo aberto pelos filhotes machos de mées que receberam LPS ou SAL no
GD9.5 (N = 18/grupo), (p=0,6823). Da mesma forma o gréfico 14 (B) mostra que ndo houve
diferenca entre os grupos de filhotes (B) fémeas de mées tratadas com LPS ou SAL (p=0,3139).

Gréfico 14 — Distancia percorrida no campo aberto (LPS 100 pg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg,
i.p.) no GD9.5
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Fonte: Do autor.

Nota: O grafico 14 mostra a distancia percorrida em cm no campo aberto durante 5 min dos
filhotes (A) machos e (B) fémeas filhos de maes tratadas com LPS (100 pg/kg; i.p.)
ou SAL (1 mi/kg, i.p.) avaliado no PND34. Valores expressos em média = SEM.

O grafico 15 (A) mostra o quanto crescimento dos filhotes nos PND5, 9, 13, 21, 26, 28,
33 e 34 machos e fémeas de ratas que receberam LPS ou SAL. N&o houve diferenca quanto ao
ganho de peso dos filhotes machos de ratas tratadas com LPS ou SAL (p=0,4327), assim como

ndo houve diferenca entre os grupos 15 (B) fémeas filhotes de ratas tratadas com LPS ou SAL
(p=0,2434).
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Gréfico 15 — Avaliagdo de crescimento (LPS 100 pg/kg; i.p.) ou (SAL 1 mi/kg, i.p.) no GD9.5.

>
w

1501

-~ CONTROLE
100 LPS

-8~ CONTROLE
1004 LPS

504 504

Ganho de peso (g)
Ganho de peso (g)

>
Q Q > v Q Q 3 43 Vv A ey )
SN Q Q Q SR ST S Q NANY
Q YN Y Y o QY QY N T T T T
MACHOS FEMEAS

Fonte: Do autor.
Nota: O grafico 15 mostra a avaliagdo de crescimento nos PND5, 9, 13, 21, 26, 28, 33 e 34 dos

filhotes machos (A) e fémeas (B) de ratas tratadas com LPS (100 pg/kg; i.p.) ou SAL (1
ml/kg, i.p.) no GD9.5. Valores expressos em média + SEM.

Resultados do Sickness Behavior observados nas ratas tratadas com LPS na dose de (500
pa/kg; i.p. N=10) ou SAL (1 ml/kg, i.p. n=14) no GD16.

No grafico 16 observamos que 0s animais que receberam LPS ingeriram menor
quantidade de racdo durante as 24h ap0s o tratamento em comparacdo com 0s animais que
receberam SAL, havendo diferenca significativa entre os grupos (**p= 0,0082).

Da mesma forma no grafico 17, observamos que o0s animais que receberam LPS
percorreram menor distancia (*p=0,0221) e como mostrado no grafico 18 tiveram maior tempo

de imobilidade (*p=0,0386) no campo aberto em compara¢cdo com 0s animais que receberam
SAL.



Gréfico 16 — Consumo de racéo durante 24h aplicacdo de (LPS 500 pg/kg;
i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD16.
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Fonte: Do autor.

Nota: O grafico 16 mostra o consumo de ragdo em gramas durante 24h apés
aplicacdo de LPS (500 pg/kg; i.p.) ou SAL (1 ml/kg, i.p.) em ratas
prenhas no GD16. Valores expressos em média £ SEM. ** p<0,01.

Grafico 17 — Distancia percorrida no campo aberto 2h apds a aplicacdo de
(LPS 500 pg/kg; i.p.) ou (SAL 1 mi/kg, i.p.) em no GD16
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Fonte: Do autor.

Nota: O grafico 17 mostra a distancia percorrida pelas ratas prenhas no campo
aberto 2h ap6s da aplicacdo de LPS (500 pg/kg; i.p.) ou SAL (1 ml/kg,
i.p.) em no GD16. Valores expressos em média + SEM. *P<0,05.
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Gréfico 18 — Tempo de imobilidade no campo aberto 2h ap6s da aplicacdo de
(LPS 500 pg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD16.
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Fonte: Do autor.

Nota: O grafico 18 mostra o tempo de imobilidade das ratas prenhas no campo
aberto 2h ap6s da aplicacdo de LPS (500 pg/kg; i.p.) ou SAL (1 ml/kg,
i.p.) em ratas prenhas no GD16. Valores expressos em média + SEM.
*P<0,05.

Quanto ao numero de filhotes nascidos, peso das ninhadas ndo padronizadas e
padronizadas de maes que receberam LPS (500 pg/kg; i.p. N=10) ou SAL (1 ml/kg, i.p. n=14)
no GD16, sdo mostrados nos graficos 19, 20 e 21 respectivamente.

O gréfico 19 mostra que ratas que receberam LPS no GD16 tiveram menor nimero de
filhotes quando comparado ao grupo SAL (*p=0,0319). O grafico 20 mostra que ninhadas
nascidas de maes que receberam LPS tiveram reducéo significativo no peso ao nascimento em
comparagdo com as que receberam SAL (*p=0,0115). No grafico 21 observa-se que ndo houve
diferenca no peso das ninhadas de maes tratadas com LPS ou SAL p0s padronizacdo em N=8
filhotes/mée (*p=0,2227).



Gréfico 19 — Numero de filhotes nascidos (LPS 500 ug/kg; i.p.) ou (SAL 1
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Fonte: Do autor.
Nota: O gréfico 19 mostra o nimero de filhotes nascidos de ratas que
receberam LPS (500 pg/kg; i.p.) ou SAL (1 ml/kg, i.p.) no GD16.

Valores expressos em média + SEM. *p<0,05.

LPS

Gréfico 20 — Peso da ninhada ndo padronizada (LPS 500 pg/kg; i.p.) ou (SAL
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Fonte: Do autor.

Nota: O gréafico 20 mostra 0 peso da ninhada ndo padronizada no PND1
filhotes de mées que receberam LPS (500 pg/kg; i.p.) ou SAL (1 ml/kg,
i.p.) no GD16. Valores expressos em média £ SEM. *p<0,05.

LPS
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Gréfico 21 — Peso da ninhada pés padronizacéo (LPS 500 pg/kg; i.p.) ou (SAL
1 ml/kg, i.p.) no GD16
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Fonte: Do autor.

Nota: O grafico 21 mostra o peso da ninhada pds padronizacdo em N=8 no
PND1 filhotes nascidos de mées que receberam LPS (500 pg/kg; i.p.)
ou SAL (1 ml/kg, i.p.) no GD16. Valores expressos em média + SEM.

Quanto aos parametros de cuidado materno observados durante os PND2, 3 e 4,
avaliando comportamentos maternos (cifose amamentando os filhotes, deitada sobre os filhotes,
lambendo os filhotes, em posicdo passiva alimentando os filhotes, self-grooming materno e
construindo o ninho), e ndo maternos (alimentando sem os filhotes, explorando fora do ninho e
ndo explorando fora do ninho), de mées receberam LPS (500 ug/kg; i.p. N=9) ou SAL (1 ml/kg,
i.p. n=14) no GD16, sdo mostrados no grafico 22. Ratas que receberam LPS tiveram maior
comprometimento quanto aos cuidados maternos em comparacdo com as maes que receberam
SAL, aumentando os parametros de comportamento materno total (*p=0,0168), cifose
amamentando os filhotes (*p=0,0188), deitada sobre os filhotes (*p=0,0316), e reducdo nos
parametros de comportamento ndo materno total (*p=0,0168) e explorando fora do ninho
(*p=0,0354).
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Gréfico 22 — Porcentagem de eventos comportamento materno (LPS 500 pg/kg; i.p.) ou (SAL 1
ml/kg, i.p.) no GD16.
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Fonte: Do autor.

Nota: O grafico 22 mostra a porcentagem de eventos CM das maes que receberam LPS (500 pg/kg;
i.p.) ou SAL (1 ml/kg, i.p.) no GD16 durante os PND2, 3 e 4, nos parametros avaliados: total
de comportamento materno (CM), em cifose amamentando os filhotes, deitada sobre os
filhotes, em posicédo passiva alimentando os filhotes, lambendo os filhotes, construindo ninho,
self grooming materno, total de comportamento ndo materno (CNM), alimentando sem os
filhotes, explorando fora do ninho e ndo explorando fora do ninho. Valores expressos em
média £ SEM *p<0,05.

O ntimero de UVS’s nos PNDS5, 9 e 13 dos filhotes machos e fémeas de maes que
receberam LPS (500 pg/kg; i.p. N=9) ou SAL (1 ml/kg, i.p. n=14), sdo mostrados nos graficos
23, 24 e 25 respectivamente.

O gréfico 23 (A) mostra que no PND5 os filhotes machos filhos de mées tratadas com
LPS houve uma tendéncia em emitir mais USV’s em comparacdo com os filhotes filhos de
mées tratadas com SAL (p=0,1615). Em contrapartida o grafico 23 (B) mostra que ndo houve

diferenca entre os filhotes fémeas de mées tratadas com LPS ou SAL (p=0,7033).
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O grafico 24 (A) mostra que no PND9 que ndo houve diferenga de emissdes de USV’s
entre os grupos de filhotes machos de mées tratadas com LPS ou SAL (p=0,9675). Da mesma
o grafico 24 (B) mostra que ndo houve diferenca entre os filhotes fémeas filhotes de mées
tratadas com LPS ou SAL (p=0,8522). Da mesma forma, o grafico 25 (A) mostra que no PND13
nao houve diferenca de emissdes de USV’s entre os grupos de filhotes machos de maes tratadas
com LPS ou SAL (p=0,9016). Ja o gréafico 25 (B) mostra que em relagdo aos filhotes fémeas de
maes tratadas com LPS houve uma leve tendéncia a emitirem menos USV’s e comparagdo com

filhotes de maes que receberam SAL (p=0,2952).

Gréfico 23 — Vocalizagfes no PND5 (LPS 500 pg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD16.
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Fonte: Do autor.

Nota: O grafico 23 mostra o nimero de vocalizacGes ultrassénicas (USV’s) emitidas durante
3 min pelos filhotes A. machos e B. fémeas filhos de maes tratadas com LPS (500
po/kg; i.p.) ou SAL (1 mi/kg, i.p.) avaliado no PND5. Valores expressos em média
+ SEM.
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Gréfico 24 — Vocalizagbes no PND9 (LPS 500 pg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD16.
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Fonte: Do autor.

Nota: O grafico 24 mostra o nimero de vocalizagdes ultrassénicas (USV’s) emitidas durante
3 min pelos filhotes A. machos e B. fémeas filhos de mées tratadas com LPS (500
pg/kg; i.p.) ou SAL (1 ml/kg, i.p.) avaliado no PND9. Valores expressos em média +
SEM.

Grafico 25— Vocalizagdes no PND13 (LPS 500 pg/kg; i.p.) ou (SAL 1 mi/kg, i.p.) no GD16.
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Fonte: Do autor.
Nota: O gréafico 25 mostra o nimero de vocalizagdes ultrassénicas (USV’s) emitidas durante
3 min pelos filhotes A. machos e B. fémeas filhos de médes tratadas com LPS (500

po/kg; i.p.) ou SAL (1 ml/kg, i.p.) avaliado no PND13. Valores expressos em média
+ SEM.

No gréfico 26 observa-se o desempenho dos filhotes no teste de homing, no qual é
avaliado a laténcia para entrada na porcdo com maravalha do ninho dos filhotes machos e
fémeas de médes que receberam LPS ou SAL no GD16 (N=9 e N=14, respectivamente).

No gréafico 26 (A) observa-se que os filhotes machos de ratas tratadas com LPS tenderam
a demorar mais tempo para chegar a por¢gdo com maravalha do ninho materno em comparacéo

com os filhotes de maes tratadas com SAL (p=0,0655). E como mostrado no gréfico 26 (B) ndo
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houve diferenga no tempo de laténcia entre os filhotes fémeas de mées tratadas com LPS em
relagdo ao grupo de filhotes de maes SAL (p=0,3710).

Gréfico 26 — Laténcia no teste de homing (LPS 500 pg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no
GD16.
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Fonte: Do autor.

Nota: Mostra o tempo de laténcia em segundos para entrada na por¢do com maravalha do
ninho dos filhotes (A) machos e (B) fémeas no PND13 filhos de mées tratadas com
LPS (500 pug/kg; i.p.) ou SAL (1 ml/kg, i.p.) no GD16. Valores expressos em média £
SEM.

O namero de mergulhos com a cabeca nos buracos no teste hole-board realizado no
PND26 dos filhotes machos e fémeas de maes que receberam LPS (500 pg/kg; i.p. N=9) ou
SAL (1 ml/kg, i.p. n=14) no GD16 é mostrado na figura 38.

O gréfico 27 (A) mostra que os animais machos filhotes de mées tratadas com LPS
tenderam a mergulhar mais a cabeca nos buracos em relacdo aos animais filhotes de mées que
receberam SAL (p=0,1211), no entanto como mostrado no grafico 27 (B) em relacdo aos
filhotes fémeas ndo houve diferenca no nimero de mergulhos entre os grupos de filhotes de
mées LPS ou SAL (p=0,9368).
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Gréfico 27 — NUumero de mergulhos no hole-board (LPS 500 pg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg
i.p.) no GD16.
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Fonte: Do autor.
Nota: O gréafico 27 mostra 0 niamero de mergulhos nos buracos do teste hole-board dos

filhotes (A) machos e (B) fémeas filhos de mées tratadas com LPS (500 pg/kg; i.p.)
ou SAL (1 ml/kg, i.p.) realizado no PND26. Valores expressos em média + SEM.

Quanto ao percentual de tempo de permanéncia nos bracos abertos do labirinto em cruz
elevado no PND28 dos filhotes machos e fémeas de mées que receberam LPS (500 pg/kg; i.p.
N=9) ou SAL (1 ml/kg, i.p. n=14), é mostrado na figura 28.

O gréfico 28 (A) mostra que os filhotes machos de ratas tratadas com LPS tenderam a
explorar por mais tempo o braco aberto do labirinto em cruz elevado em comparacdo com 0s
filhotes de mées tratadas com SAL (p=0,550). No entanto como mostrada no grafico 28 (B) ndo
houve diferenca no tempo no braco aberto do labirinto em cruz elevado filhotes fémeas de ratas

tratadas com LPS em comparacdo com os filhotes de maes SAL (p=0,3983).
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Gréfico 28 — Tempo gasto no brago aberto do labirinto em cruz elevado (LPS 500 ug/kg;
i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD16.
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Fonte: Do autor.

Nota: O grafico 28 mostra o percentual de tempo gasto no brago aberto do labirinto em cruz
elevado durante 5 min dos filhotes (A) machos e (B) fémeas filhos de maes tratadas
com LPS (500 po/kg; i.p.) ou SAL (1 ml/kg, i.p.) no PND28. Valores expressos em
média = SEM.

Quanto aos parametros observados no play behavior: nimero de pouncings, nimero de
pinnings, nimero de partial rotations, tempo gasto perseguindo o oponente e tempo de
exploracdo anogenital dos filhotes machos (graficos 29 A-E) e fémeas (graficos 30 A-E) de
ratas que receberam LPS (500 pg/kg; i.p. N=9) ou SAL (1 ml/kg, i.p. n=14) no GD16.

O gréfico 29(A) mostra que o padrdo de buscar pelas brincadeiras dos filnotes machos
de mées tratadas com LPS foi alterado tendendo estes animais a buscar menos as brincadeiras
(pouncings) em comparacao aos animais SAL (p=0,0855). Ja em relacdo aos filhotes fémeas
ndo houve diferenca entre os grupos de filhotes de maes com tratadas com LPS ou SAL
(p=0,9742) como mostrado no grafico 30 (A).

O gréfico 29 (B) mostra que os animais machos filhotes de médes tratadas com LPS
tenderam a aceitar menos as brincadeiras (pinnings) em comparacdo ao grupo de animais
filhotes de mées que receberam SAL (p=0,2795). Como visto no grafico 30 (B) ndo houve
diferenca nos grupos de animais fémeas filhotes de maes tratadas com LPS em comparacéo ao
grupo de filhotes de maes SAL (p=0,7589).

O gréafico 29 (C) mostra que os animais machos de filhotes de ratas tratadas com LPS
de praticaram menos o partial rotation em compara¢do com os animais filhotes de ratas SAL
(**p=0,0090). O grafico 30 (C) mostra que ndo houve diferenca quanto ao namero de partial

rotation praticado pelos filhotes fémeas de ratas que receberam LPS ou SAL (p=0,4419).
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O grafico 29 (D) mostra que os animais machos filhotes de mées tratadas com LPS
perseguiram menos 0 oponente em comparacao aos animais filhotes de ratas tratadas com SAL
(**p=0,0063). Ja entre os filhotes fémeas ndo houve diferencga entre os grupos filhotes de ratas
que receberam LPS ou SAL (p=0,4780) como mostrado no gréafico 30 (D).

O grafico (E) mostra que ndo houve diferenca entre grupos de animais machos filhotes
de ratas tratadas com LPS ou SAL na motivacdo para em explorar a regido anogenital do
oponente (p=0,7512). Em contrapartida o gréafico (E) mostra que houve tendéncia dos filhotes
fémeas filhotes de ratas tratadas com LPS em explorar mais a regido anogenital do oponente

em comparagdo com os filhotes de mées SAL (p=0,0621).



Gréfico 29 — Pardmetros avaliados no teste de play behavior nos filhotes machos (LPS 500
po/kg; i.p.) ou (SAL 1 mi/kg, i.p.) no GD16.
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Fonte: Do autor.

Nota: O grafico 29 mostra os parametros avaliados no teste de play behavior nos filhotes
machos de maes tratadas com LPS (500 pg/kg; i.p.) ou SAL (1 ml/kg, i.p.) no PND33.
N=9 e N=14: (A) N° de poucings; (B) N° de pinnings; (C) N° de partial rotations; (D)
tempo de perseguicao; tempo de exploracdo anogenital. Valores expressos em média
+ SEM.*p<0,05**p<0,01.
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Grafico 30 — Parametros avaliados no teste de play behavior nos filhotes fémeas (LPS 500
po/kg; i.p.) ou (SAL 1 mi/kg, i.p.) no GD16.
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Fonte: Do autor.

Nota: O grafico 30 mostra os parametros avaliados no teste de play behavior nos filhotes
fémeas de maes tratadas com LPS (500 pg/kg; i.p.) ou SAL (1 ml/kg, i.p.) no PND33.
N=9 e N=14: (A) N° de poucings; (B) N° de pinnings; (C) N° de partial rotations; (D)
tempo de perseguicao; tempo de exploracdo anogenital. Valores expressos em média
+ SEM.
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Resultado quanto a distancia percorrida pelos filhotes machos e fémeas de maes que
receberam LPS (500 pg/kg; i.p. N=9) ou SAL (1 ml/kg, i.p. n=14) ou SAL no GD16 (N=9 ou
N=14).

O gréfico 31 (A) mostra que ndo houve diferenca quanto a diferenca percorrida pelos
filhotes machos de méaes tratadas com LPS ou SAL (p=0,7116). Da mesma forma o gréfico 31
(B) mostra que ndo houve diferenga entre os grupos de filhotes fémeas de mées tratadas com
LPS ou SAL (p=0,5128.)

Gréfico 31 — Distancia percorrida no campo aberto (LPS 500 pg/kg; i.p.) ou (SAL 1 mi/kg,
i.p.) no GD16.

w
o
o
o
w
o
o
o

20001 20004

10004 10004

Distancia percorrida (cm) >
Distancia percorrida (cm)

T T
CONTROLE LPS CONTROLE LPS
MACHOS FEMEAS

Fonte: Do autor.
Nota: O grafico 31 mostra a distancia percorrida em cm no campo aberto durante 5 min dos

filhotes (A) machos e (B) fémeas filhos de maes tratadas com LPS (500 pg/kg; i.p.)
ou SAL (1 mi/kg, i.p.) no PND34. Valores expressos em média £ SEM.

Resultado quanto ao crescimento dos filhotes nos PND5, 9, 13, 21, 26, 28, 33 e 34
machos e fémeas de mdes que receberam 500 pg de LPS (500 pg/kg; i.p. N=9) ou SAL (1
ml/kg, i.p. n=14) no GD16.

O grafico 32 (A) mostra que ndo houve diferenca quanto ao ganho de peso dos filhotes
machos de ratas tratadas com LPS ou SAL (p=0,9335). Ja o grafico 32 (B) mostra que filhotes
fémeas de ratas tratadas com LPS tiveram uma uma leve diminuicdo no ganho de peso corporal

em comparacdo aos animais filhotes de mées SAL (p=0,2120).
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Gréfico 32 — Avaliagdo de crescimento (LPS 500 pg/kg; i.p.) ou (SAL 1 mi/kg, i.p.) no GD16.
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Fonte: Do autor.

Nota: Mostra a avaliagdo de crescimento nos PND5, 9, 13, 21, 26, 28, 33 e 34 dos animais machos
(A) e fémeas (B) dos animais filhos de mées tratadas com LPS (500 pg/kg; i.p. N=9) ou
SAL (1 ml/kg, i.p. n=14) no GD16. Valores expressos em média + SEM.

Resultados observados na imunoistoquimica para c-fos nas areas: Cing +3,24mm
anterior ao Bregma, Prl 3,24mm anterior ao Bregma, Pir +3,24mm anterior ao Bregma, AlV
+3,24mm anterior ao Bregma, AID +3,24mm anterior ao Bregma, AcbC +0,72mm anterior ao
Bregma, AcbSh +0,72mm anterior ao Bregma, HAB -2,72mm posterior ao Bregma, BLA -
2,72mm posterior ao Bregma, BMA -2,72mm posterior ao Bregma, nos filhotes machos que
receberam LPS na dose de (500 pg/kg; i.p. N=6) ou (SAL 1ml/kg =6) no GD16. Todas as areas
foram identificadas e delimitadas de acordo com o atlas (PAXINOS, WATSON 1997).

Observamos na prancha 1 que houve uma menor tendéncia dos filhotes de mées que
receberam LPS para imunoativacéo para c-fos no Cing (p=0,2449) em comparacéo aos filhotes
de mées que receberam SAL.

Como mostrado na prancha 2 ndo houve diferenca quanto imunoativacdo para c-fos na
regido Prl dos filhotes de maes LPS ou SAL (p=0,9429).

A prancha 3 mostra que filhotes de maes que receberam LPS tiveram uma expressao
para c-fos um pouco menor na regido Pir em comparacéo aos filhotes SAL (p=0,5353).

A prancha 4 mostra que ndo houve diferenca na imunoreatividade para c-fos na regido
AlV entre os filhotes LPS ou SAL(p=0,8460). No entanto os animais LPS tiveram menor
tendéncia para imunoativacdo de c-fos em comparacdo com os filhotes SAL na regido AID
(p=0,0919) conforme mostrado na prancha 5.

As pranchas 6 e 7 mostram tendéncia de menor imunoativacdo para c-fos das regides
AcbC (p=0,2909) e AcbSh (p=0,2443) respectimante nos animais filhotes de maes LPS em

comparagéo aos SAL.
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A prancha 8 mostra que ndo houve diferenca quanto a expressdo de c-fos na HB
(p=5988) entre os grupos de animais LPS ou SAL.

As pranchas 9 e 10 mostram que houve uma tendéncia maior para expresséo de c-fos
nas regides BLA (p=0,3713) e BMA (p=0,0615) respectivamente nos animais LPS em
comparagéo aos animais SAL.

O grafico 33 mostra a correlacdo entre as areas imunoativadas para c-fos em comparacgao
ao numero de pouncings + pinnings observados no play behavior nos filhotes de mées tratadas
com SAL 1ml/kg; i.p. ou LPS 500 ug/kg; i.p. Percebemos que houve uma correlacdo
inversamente proporcional dos nimeros de poucings + pinnings nas areas Cing (*p=0,056), Pir
(**p=0,004), AIV (**p=0,008), HB (*p=0,032) e BLA (*p=0,04); onde quanto maior a
expressao do comportamento menor a imunoativacao de c-fos. Houve também uma tendéncia
de correlagdo inversamente proporcional do AcbC (p=0,058), enquanto mesmo nao foi
observado nas areas Prl (p=0,36), AID (p=0,22), AcbSh (p=0,21) e BMA (p=0,10).

O grafico 32 mostra a matriz referente a correlacdo direta entre as areas imunativadas
para c-fos, onde o gradiente de cores representa a variacdo do coeficiénte de correlacdo de
Spearman (de +1 a -1), onde uma correlacdo positiva € identificada na cor azul e correlacéo
negativa na cor vermelha. Observa-se correlacdo direta positiva entre a areas avaliadas. J& o
gréfico 35 mostra a matriz referente aos valores de p para as correlacbes entre as areas

imunoativadas. Sendo a cor da matriz vermelha quando p<0,05.
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Prancha 1 — Fotomicrografia e grafico do cortex cingulado (LPS 500 pg/kg; i.p.) ou (SAL 1
ml/kg, i.p.) no GD16.
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Fonte: Do autor.

Nota: A prancha 1 mostra fotomicrografias representativas do cértex cingulado (Cing) no
(aumento de 4x) e grafico mostrando o nimero de neur6nios imunorreativos a c-fos
90 min apo6s o teste de play behavior. Filhotes machos de maes que receberam SAL
1ml/kg; i.p. ou LPS na dose de 500 pg/kg; i.p. no GD16.



Prancha 2 — Fotomicrografia e grafico do cortex pré-limbico (LPS 500 pg/kg; i.p.) ou (SAL
1 mi/kg, i.p.) no GD16.
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Fonte: Do autor.

Nota: A prancha 2 mostras fotomicrografias representativas do cortex pré-limbico (Prl) no
(aumento de 4x) e grafico mostrando o nimero de neur6nios imunorreativos a c-fos 90
min apos o teste de play behavior. Filhotes machos de maes que receberam SAL 1ml/kg;
i.p. ou LPS na dose de 500 pg/kg; i.p. no GD16.
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Prancha 3 — Fotomicrografia e gréafico do cortex piriforme (LPS 500 pg/kg; i.p.) ou (SAL 1
ml/kg, i.p.) no GD16.
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Fonte: Do autor.

Nota: Mostra fotomicrografias representativas do cértex piriforme (Pir) no (aumento de 4x) e
grafico mostrando o nimero de neurénios imunorreativos a c-fos 90 min apos o teste de
play behavior. Filhotes machos de mées que receberam SAL 1ml/kg; i.p. ou LPS na
dose de 500 pg/kg; i.p. no GD16.



Prancha 4 — Fotomicrografia e gréafico da area insular agranular ventral (LPS 500 pg/kg; i.p.)
o(SL 1 ml/kg, i.p.) no GD16.
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Fonte: Do autor.

Nota: A prancha 4 mostras fotomicrografias representativas da area insular agranular ventral
(AVI) no (aumento de 4x) e grafico mostrando o nimero de neurénios imunorreativos
a c-fos 90 min apos o teste de play behavior. Filhotes machos de maes que receberam
SAL 1ml/kg; i.p. ou LPS na dose de 500 pg/kg; i.p. no GD16.
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Prancha 5 — Fotomicrografia e grafico da area insular agranular dorsal (LPS 500 pg/kg; i.p.)
ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD16.
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Fonte: Do autor.

Nota: A prancha 5 mostras fotomicrografias representativas da area insular agranular dorsal
(AVD) no (aumento de 4x) e grafico mostrando o nimero de neurdnios imunorreativos
a c-fos 90 min apos o teste de play behavior. Filhotes machos de maes que receberam
SAL 1ml/kg; i.p. ou LPS na dose de 500 pg/kg; i.p. no GD16.
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Prancha 6 — Fotomicrografia e gréafico area accubens core (LPS 500 pg/kg; i.p.) ou (SAL 1
ml/kg, i.p.) no GD16.
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Fonte: Do autor.

Nota: A prancha 6 mostras fotomicrografias representativas da area accubens core (AcbC) no
(aumento de 4x) e grafico mostrando o nimero de neur6nios imunorreativos a c-fos 90
min apos o teste de play behavior. Filhotes machos de maes que receberam SAL 1ml/kg;
i.p. ou LPS na dose de 500 pg/kg; i.p. no GD16.
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Prancha 7 — Fotomicrografia e gréafico da area accubens shell (LPS 500 pg/kg; i.p.) ou (SAL
1 ml/kg, i.p.) no GD16.
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Fonte: Do autor.

Nota: A prancha 7 mostras fotomicrografias representativas da area accubens shell (AcbSh)
no (aumento de 4x) e grafico mostrando o nimero de neurbnios imunorreativos a c-fos
90 min apo6s o teste de play behavior. Filhotes machos de maes que receberam SAL
1ml/kg; i.p. ou LPS na dose de 500 pg/kg; i.p. no GD16.



Prancha 8 — Fotomicrografia e grafico das habénulas (LPS 500 pg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg,
i.p.) no GD16.
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Fonte: Do autor.

Nota: A prancha 8 mostras fotomicrografias representativas da area das habénulas (HB) no
(aumento de 10x) e grafico mostrando o nimero de neurdnios imunorreativos a c-fos
90 min apo6s o teste de play behavior. Filhotes machos de maes que receberam SAL
1ml/kg; i.p. ou LPS na dose de 500 pg/kg; i.p. no GD16.
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Prancha 9 — Fotomicrografia e gréafico da area amigdala baso lateral (LPS 500 pg/kg; i.p.) ou
(SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD16.
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Fonte: Do autor.

Nota: A prancha 9 mostra fotomicrografias representativas da area amigdala baso lateral
(BLA) no (aumento de 4x) e grafico mostrando o nimero de neurdnios imunorreativos
a c-fos 90 min apos o teste de play behavior. Filhotes machos de maes que receberam
SAL 1ml/kg; i.p. ou LPS na dose de 500 pg/kg; i.p. no GD16.
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Prancha 10 — Fotomicrografia e grafico da area amigdala baso medial (LPS 500 pg/kg; i.p.)
ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD16.
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Fonte: Do autor.

Nota: A prancha 10 mostras fotomicrografias representativas da area amigdala baso medial
(BMA) no (aumento de 4x) e grafico mostrando o nimero de neurdnios imunorreativos
a c-fos 90 min apos o teste de play behavior. Filhotes machos de mées que receberam
SAL 1ml/kg; i.p. ou LPS na dose de 500 pg/kg; i.p. no GD16.
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Grafico 33 — Correlacdo entre as areas cerebrais e o comportamento de play behavior nos
filhotes machos (LPS 500 pg/kg; i.p.) ou (SAL 1ml/kg; i.p.) no GD16.
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Fonte: Do autor.
Nota: O grafico 33 mostra a correlagdo entre as areas cerebrais em comparag¢do ao nimero de
poucings + pinnings no comportamento de play behavior nos filhotes machos de méaes
que receberam SAL 1ml/kg; i.p. ou LPS na dose de 500 ug/kg; i.p. no GD16. *P<0,05;

**n<0,01.
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Gréfico 34 — Correlacdo de Spearman referente a correlagdo direta entre as areas imunativadas
para c-fos
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Fonte: Do autor.

Nota: O grafico 34 mostra a matriz referente a correlagdo direta entre as areas imunativadas para
c-fos, onde o gradiente de cores representa a variagdo do coeficiénte de correlagdo de
Spearman (de +1 a -1), onde uma correlac&o positiva ¢ identificada na cor azul e correlagéo
negativa na cor vermelha.
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Gréfico 35 — Correlacdo de Spearman referente aos valores de (p).
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Fonte: Do autor.

Nota: O grafico 35 mostra a matriz referente aos valores de (p) para as correlagdes entre as areas
imunoativadas para c-fos. O gradiente de cores representa a variagao do valor de p, sendo
a cor vermelha quando p<0,05 e azul para p>0,05.
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6 DISCUSSAO

Os dados aqui apresentados mostraram que as maes que receberam LPS na dose de 500
Mg/kg no GD16 apresentaram sickness behavior assim como diminui¢do no nimero de filhotes
nascidos e no peso da ninhada ao nascimento, bem como aumento nos parametros de cuidados
maternos.

Sickness behavior é um conjunto de sintomas que incluem entre eles: febre segundo
Kluger (1986), diminuicdo da atividade exploratéria, interacdo social, atividade sexual,
anorexia, anedonia, ativagdo do eixo HHA e sistema imune (DANTZER, 2004; PECCHI et al.,
2009; YIRMIYA et al.,, 1994). O sickness behavior causa ativagdo imunomaterna, e esta
ativacdo durante a gravidez é responsavel pelo aumento nos niveis de citocinas circulantes,
dentre elas IL-1, IL6 e TNF-o (ORNOQY et al., 2015). Estas citocinas parecem estar envolvidas
em possiveis alteragdes no desenvolvimento cerebral fetal ( PATTERSON, 2009; SMITH et
al., 2007).

No presente estudo notamos que a aplicacdo de LPS na dose de 100 pg/kg no GD9.5
ndo resultou em sickness, conforme observado por Kirsten; Taricano; Maiorka, et al., (2010),
todavia na dose de 500 pg/kg no GD16 notamos que 0s animais apresentaram sickness,
evidenciado pela diminuicéo da distancia percorrida e tempo de imobilidade no campo aberto,
assim como diminuicgéo da ingestdo alimentar mensurada durante 24h.

A mensuracdo do sickness é importante por conta da ativagdo imunomaterna de acordo
com Bernardi et al., (2010); Patterson, (2009); Patterson (2011); Urakubo et al., (2001), uma
vez que altera as concentragdes de citocinas ndo somente na mae, mas também na placenta e
no feto (ASHDOWN et al., 2006; BOKSA, 2010; OSKVIG et al., 2012; PAINTLIA et al.,
2004; PAINTLIA; PAINTLIA; CONTRERAS, et al., 2008; PAINTLIA; PAINTLIA; SINGH,
et al., 2008). O aumento de citocinas circulantes no feto pode resultar em comportamentos
anormais e disfungdes cerebrais na prole segundo Depino (2015) e desenvolvimento de TEA
(FOLEY; OSSENKOPP, et al., 2014; KIRSTEN; TARICANO; FLORIO, et al., 2010;
PATTERSON, 2011).

A ativacdo imunomaterna também causou diminui¢do no numero de filhotes nascidos e
no peso da prole, evidenciando assim prejuizos no crescimento fetal na dose de 500 pg/kg no
GD16, porém o mesmo ndo foi encontrado na dose de 100 pg/kg no GD9.5.

Esta diferenca entre nossos achados e de outros laborat6rios evidenciam que talvez a
diferenca de reprodutibilidade seja por conta da cepa de LPS. Uma vez que Varias cepas existem

no mercado e variam muito entre elas.
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O comportamento materno é provavelmente o evento mais importante dentre todos
comportamentos das maes de mamiferos, garantido a sobrevivéncia, desenvolvimento e bem-
estar de sua prole ( BRIDGES, 2015; VILELA; GIUSTI-PAIVA, 2011). Ha evidencias que
ambientes adversos no inicio da vida podem ter uma profunda influéncia sobre respostas ao
estresse através da programacdo epigenética ao longo da vida, podendo modificar
permanentemente as principais vias reguladoras, como eixo HHA (BERNARDI et al., 2010).

No presente estudo observamos que houve um aumento nos parametros de
comportamento materno e diminui¢do dos parametros ndo maternos nas maes que receberam
LPS na dose de 500 pg/kg no GD16. Filhotes de maes expostas a desafio imunoldgico tendem
a recolher os filnotes mais rapidamente (KIRSTEN et al., 2011). Estes dados sugerem que mées
que passaram por desafio imunoldgico tendem a cuidar melhor de suas crias.

As USV’s tém sido sistematicamente utilizadas como meio de investigagdo em modelos
de autismo em ratos, e esta parece ser uma forma confiavel para a deteccdo de deficiéncias de
comunicagdo em roedores (KAS et al., 2014).

No presente estudo percebemos que ndo houve diferenca quantos aos animais filhotes
de maes que receberam LPS na dose de 100 pg/kg no GD9.5 de vocalizarem menos ou mais
nos PND5, 9 e 13. Ja com relacéo aos filhotes machos de mées tratadas com LPS na dose de
500 pg/kg no GD16, notamos uma tendéncia de vocalizarem mais no PND5 em comparacao
com os filhotes de mées SAL, porém ndo observamos diferenca nos filhotes fémeas, e da mesma
forma tanto em filhotes machos ou fémeas nos PND9 e 13. Diferentemente de alguns estudos
e em outros modelos que mostraram que estes animais vocalizam menos com LPS na dose de
100 pg/kg no GD9.5 conforme Kirsten et al., (2012) ou VPA (SERVADIO et al., 2016).

O prejuizo na comunicacdo dos filhotes com a mée parece ser um sintoma tipico do
autismo (KIRSTEN et al., 2012). Porém filhotes de ratos nascem com cérebro imaturo segundo
Fleming et al., (1999); Meyer et al., (2006), filhotes isolados podem ser ouvidos por outros
animais que ndo sejam a propria mae, e tendem a reduzir a taxa de vocalizacdes na presenca de
um potencial predador (SPENCE et al., 2016).

Percebemos que houve um aumento nos parametros maternos das méaes que receberam
LPS, da mesma forma os filhotes destas mées receberam maior cuidado, sendo assim € natural
que estes filhotes vocalizem mais chamando pela méde. No entanto parece que estes animais
quando isolados ndo tendem a temer a presenca predadores, ndo avaliando um potencial risco
e vocalizando de forma constante.

Com relacdo ao teste de homing, este visa a exploracéo e a motivagdo do filhote por

alcancar seu ninho e manter contato com a ninhada e sua mae (MIKULECKA et al., 2014).
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Notamos no presente estudo que os machos filhotes de mées tratadas com LPS na dose de 100
pg/kg no GD9.5 levaram o mesmo tempo para chegar na por¢do com maravalha do ninho. Em
contrapartida os filhotes fémeas gastaram mais tempo *p<0,05. J& com relacéo aos filhotes de
mées que receberam LPS na dose de 500 pg/kg no GD16, os machos mostraram tendéncia a
levar mais tempo para atingir a maravalha do ninho materno) o que nio foi observado nos
filhotes fémeas. A separacdo materna tem consequéncias adversas para filhote de ratos, assim
é de suma importancia que os filhotes reconhecam e sigam as pistas olfativas deixadas pela mae
ou reconhe¢am o cheiro do ninho materno (FOLEY, MACFABE, et al., 2014).

Os dados do teste de homing na dose de 500 pg/kg no GD16 corroboram com o modelo
de autismo induzido por VPA com que encontraram maior tempo de laténcia para a entrada na
porgdo com maravalha materna (SERVADIO et al., 2016). A exposi¢do ao LPS parece diminuir
a capacidade dos filhotes de reconhecer o odor do ninho, em outras palavras o LPS parece
causar prejuizo a funcdo olfativa dos filhotes (KIRSTEN et al., 2011). Da mesma forma este
pesquisadores somente utilizaram animais machos, sendo dificil fazer um parametro entre
machos e fémeas, pois sabemos que a ocorréncia de TEA € de 4:1 entre machos e fémeas.

Comportamentos repetitivos e estereotipados tem sido associado a comportamento
tipico de TEA (MARKRAM et al., 2008; SERVADIO et al., 2015). O teste de hole-board
descrito primeiramente por Boissier e Simon (1962), visa justamente testar a motivagao do
filhote por explorar novos ambiente conforme afirma, Kumar e Sharma (2016b); Takeda et al.,
(1998), assim como analisar movimentos repetitivos e estereotipados (MARTIN et al., 2010;
SERVADIO et al., 2016).

Percebemos um aumento no nimero de mergulhos nos buracos do hole-board somente
nos filhotes machos de maes que receberam LPS na dose de 500 pg/kg no GD16. Assim como
encontrado em modelo com VPA (SERVADIO et al., 2015). Porém outros pesquisadores
utilizando também modelo de VPA encontraram dados contrarios como diminui¢cdo no nimero
de mergulhos como mostrado por Kumar et al., (2015); Kumar e Sharma, (2016a; b), no entanto
estes associaram o teste somente a atividade exploratdria. Estes dados demonstram que animais
filhos de médes LPS na dose 500 pg/kg no GD16 tiveram comportamento repetitivos e
estereotipados assim como resisténcia a mudancas e interesse irrestrito, confirmando um
comportamento autismo-like. Mais uma vez somente animais machos foram utilizados por estes
pesquisadores.

O teste de labirinto em cruz elevado explora a adversidade do rato por lugares altos e
abertos, evocando medo e conflito em relagdo ao explorar um novo ambiente ou esconder-se
(PELLOW et al., 1985).



82

Dados aqui apresentados com relagdo aos animais machos filhotes de mées que
receberam LPS na dose de 500 pg/kg no GD16 mostra que estes animais claramente exploram
mais 0s bragos abertos do labirinto em cruz elevado que animais fémeas ou que receberam dose
de 100 pg/kg no GD9.5. Apesar de outros pesquisadores encontrarem dados diferentes em
modelos com VPA como Kumar e Sharma (2016a; b); Servadio et al., (2016) ou LPS em doses
de 100 pg/kg no GD9.5 como Kirsten, Taricano, Maiorka, et al., (2010), ou até mesmo
camundongos como Depino (2015) e acreditarem que estes animais sdo mais ansiosos sendo
este um sintoma de TEA. Os dados aqui obtidos mostram claramente que estes animais nao séo
mais ansiosos e sim parecem ter uma deficiéncia de avaliagdo de risco ao se expor por mais
tempo ao braco aberto do labirinto em cruz elevado.

No teste de campo aberto ndo observamos diferenca quanto a distancia percorrida pelos
filhotes machos ou fémeas de mées que receberam LPS nas doses de 500 pg/kg ou 100 pg/kg
nos GD9.5 ou 16 respectivamente em relagdo aos filhotes de mées que receberam SAL 1ml/kg.
Estes dados mostram o LPS nédo alterou a motivagcdo por explorar o campo. Assim como
encontrado por outros pesquisadores (FOLEY, OSSENKOPP, et al., 2014).

O play behavior é um teste de interacdo social na infancia, onde € observado a motivacéo
dos filhotes por interagirem com outros filhotes da mesma espécie e idade. O play behavior
inicia-se quando um animal solicita brincadeira praticando o “pouncing” e continua quando o
outro filhote aceita a solicitacdo ficando em posicdo supina “pinning”, outros parametros
também sdo avaliados como “partial rotation” que seria um pinning incompleto, “boxing”
quando os dois animais ficam sobre as patas traseiras simulando luta, tempo de perseguicao,
tempo de evasdo e tempo de exploracdo social, dentre tantos outros parametros
(VANDERSCHUREN; TREZZA, 2014). Play behavior é de grande aceitacdo como modelo
translacional de interacdo social em modelos de TEA.

Criancas com TEA apresentam déficits de interacdo social, incluindo dificuldades em
iniciar e aceitar brincadeiras. Estas criancas podem envolver-se em brincadeiras, mas de forma
passiva e muitas vezes estereotipadas. Brincadeiras durante a infancia sdo de extrema
importancia para adquirir habilidades sociais e cognitivas adequadas (VANDERSCHUREN;
TREZZA, 2014; MELANCIA et al., 2017).

Desta forma podemos observar que ndo houve diferenca entre 0s animais machos e
fémeas filhotes de maes que receberam LPS na dose de 100 pg/kg ou SAL 1mi/kg no GD9.5.
Em contrapartida filhotes machos de mées que receberam LPS na dose de 500 pg/kg no GD16
interagiram menos em comparacdo com os filhotes SAL. Porém o mesmo nédo foi observado

nos filhotes fémeas de mesmo tratamento. Outros pesquisadores utilizando outros modelos
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encontraram diminuicdo na solicitacdo das brincadeiras como Servadio et al., (2016) e
diminuicdo da interacdo social (MARKRAM et al., 2008; CHOMIAK et al., 2010; TAYLOR
et al., 2012).

No que diz respeito ao comportamento social em ratos, evidéncias mostram que o play
behavior facilita o desenvolvimento de habilidades sociais, cognitivas, motoras e tem forte
componente emocional (VANDERSCHUREN et al., 2016).

Quanto a expressdo de c-fos em determinadas areas do cérebro dos filhotes machos de
maes que receberam LPS na dose de 500 pg/kg ou SAL 1mi/kg no GD16 ap0s o teste de play
behavior, percebemos que quanto mais 0s animais interagiram durante o teste menor foi a
expressao de c-fos em determinadas areas Cing (*p=0,056), Pir (**p=0,004), AlV (**p=0,008),
AcbC (p=0,058), HB (*p=0,032) e BLA (*p=0,04).

A BLA e éareas frontais incluindo o Cing, aumentaram a expresséo de c-fos de animais
que passaram pelo teste de play behavior, Estudos sobre mecanismos neurais identificaram o
nucleo accunbens (NAc) como uma regido importante através da qual o sistema dopaminérgico
pode mediar a motivacdo para o play behavior. As HB parecem mediar aspectos emocionais
negativos como descritos por Baker et al., (2015), bem como a motivacao por iniciar e aceitar
as brincadeira (VAN KERKHOF et al., 2013; VANDERSCHUREN et al., 2016). Areas
insulares agranulares sdo responsaveis por respostas emocionais e recebem aferéncias das areas
limbicas e amigdalas (GU et al., 2013).

Criancas com TEA demostraram relevante reducdo da atividade no cortex cingulado e
crescimento excessivo das amigdalas além de anormalidades histolégicas causando disfungéo
da ativacdo (MINSHEW; KELLER, 2010). Exames pds morte de individuos autista
encontraram uma taxa aumentada de neurdnios, poréem estes em menor tamanho (SOSA-DIAZ
et al., 2014).

Estudos demonstraram que codificacdo de intensidade de odor corre ndo somente ao
nivel do epitélio olfativo, mas também no cortex piriforme, estes parecem ter axonios
serotoninérgicos distroficos em individuos com TEA, isto explicaria a julgamento alterado
destes individuos quanto a intensidade de odor (WICKER et al., 2016).

Os dados por nés encontrados no presente trabalho, mostra que houve alteracdes em
todos os parametros observados no comportamento dos filhotes machos de maes que receberam
LPS na dose de 500 pg/kg no GD16, o que ndo foi observado com os filhotes de fémeas e nos
filhotes de médes na dose de 100 pg/kg no GD9.5.

Os dados obtidos nas vocalizagdes no PND5, e condizente com sintoma de TEA, sendo

que estes filhotes vocalizaram mais. Filhotes de roedores tendem a vocalizar menos quando
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isolados e na presenca de predadores, porém quando na presenca da mae vocalizam mais, e da
mesma forma quando percebem o odor do ninho. Percebemos ainda que houve um aumento
significativo no cuidado materno nestes animais, sendo que animais que vocalizam mais
recebem mais cuidados da mée. E da mesma forma estes filhotes demoraram mais tempo para
chegarem a por¢cdo com a maravalha do ninho, demonstrando possivel comprometimento do
cortex piriforme. Da mesma forma individuos com TEA tendem a ter alteracdo no sistema
olfatorio.

No teste de Hole-board notamos um aumento no nimero de mergulhos nos buracos da
tabua de furos, demostrando comportamento estereotipado e repetitivo. Ja em relacdo ao teste
do labirinto em cruz elevado percebemos que estes filhotes ficaram mais tempo nos bracos
abertos em relagéo aos controles. Roedores tem aversdo por ambientes altos e abertos por conta
da exposicdo a predadores, no entanto estes filhotes ndo avaliaram o risco ao se exporem em
um ambiente novo e aversivo.

Com relacdo ao play behavior este teste € de grande validade pois visa explorar a
motivacdo do filhote em interagir com outros roedores na infancia. Percebemos claramente que
estes filhotes procuram e aceitaram menos as brincadeiras dos oponentes, e da mesma forma
passaram menor tempo perseguindo o oponente. Da mesma forma houve diminui¢cdo na
expressdo de c-fos no cortex cingulado, accubens core e shell, insular agranular dorsal e
habénulas, areas estas diretamente ligadas a estes comportamentos. A dificuldade de interacédo
social na infancia e na vida adulta € um sintoma tipico de TEA.

Com relacéo ao teste de campo aberto ndo observamos diferencas na mobilidade e na
distancia percorrida por estes animais. Este € um dado importante pois mostra que os filhotes

realmente ndo tiveram motivacgéo por interagir com o oponente durante o teste de play behavior.
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7 CONCLUSAO

De acordo com os dados obtidos no presente estudo, os filhotes machos de mées tratadas
com LPS na dose 500 pg/kg no GD16, tiveram comportamentos similares ao observados em
individuos com TEA como: comportamentos repetitivos e estereotipados, diminuicdo da
interacdo social e dificuldade de avaliagdo de risco, entre outros. Estas alteracOes
comportamentais ndo foram observadas nos filhotes fémeas na mesma dose e nem nos filhotes
de dose de 100 pg/kg no GD9.5. Assim, pode-se concluir que a exposicdo pré-natal ao LPS na
dose de 500 pg/kg no GD16 pode ser utilizada como modelo translacional para estudo do TEA.
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prenhas e suas consequéncias sobre o desenvolvimento comportamental dos
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