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RESUMO 

 

O transtorno do espectro autista (TEA) é um transtorno psiquiátrico de desenvolvimento 

comportamental de etiologia desconhecida que afeta 1:88 crianças nascidas, sendo que a 

proporção entre meninos e meninas é de 4:1. É caracterizado por atraso ou ausência de 

comunicação verbal, contato visual, interação social, movimentos repetitivos e/ou 

estereotipados entre outros. A detecção geralmente ocorre antes dos 3 anos de idade sendo 

muitas vezes detectado aos 6 meses. Algumas linhas de pesquisa atestam que fatores genéticos, 

neurológicos, imunológicos, infecções virais pré-natais, contaminantes alimentares e 

ambientais poderiam ser a causa do mesmo. O presente trabalho propõe a experimentação 

animal como modelo de TEA para entender as causas e consequências das infecções pré-natais 

em ratas prenhas e consequências sobre o comportamento da prole. O modelo proposto visa 

mimetizar infecções durante a gestação, com a administração de lipopolissacarídeo (LPS) 

extraído da parede celular de bactérias gram-negativas, injetado intraperitonealmente (i.p.) nas 

doses de 100 µg/kg no 9º.5 ou 500 µg/kg nos dias de gestação 16º (GD9.5 e 16) ou solução 

salina (SAL) 1ml/kg, i.p., e posterior análise 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 mãe tratadas com LPS na dose de 500 µg/kg no 

GD16 tiveram comportamento autistic-like, o mesmo comportamento não foi verificado nas 

fêmeas. Da mesma forma animais machos e fêmeas tratados com LPS na dose de 100 µg/kg 

GD9.5 não apresentaram diferença com relação aos animais que receberam SAL.  

 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

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 µg/Kg at 9.5 or 500 µg/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 μg / 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 µg/Kg in GD9.5 did not present 

difference in relation to the animals that received SAL. 

 

Key words: Autistic Spectrum Disorder. Autism. Lipopolysaccharide. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

LISTA  DE ILUSTRAÇÕES 

 

Figura 1       -    Alterações bioquímicas na mãe, placenta, feto e período pós-natal após 

exposição ao LPS............................................................................................20 

Figura 2       -    Delineamento experimental.............................................................................25 

Fotografia 1 -    Campo aberto..................................................................................................26 

Fotografia 2 -    Comportamento materno típico......................................................................27 

Fotografia 3 -    Estação de gravação de vocalizações..............................................................29 

Fotografia 4 -    Homing............................................................................................................30 

Fotografia 5 -    Hole-board......................................................................................................31 

Fotografia 6 -    Labirinto em cruz elevado...............................................................................32 

Fotografia 7 -    Campo aberto..................................................................................................33 

Fotografia 8 -    Play behavior..................................................................................................34 

Gráfico 1     -    Consumo de ração durante 24h, após a aplicação de LPS (100 µg/kg; 

                          i.p.) ou SAL (1 ml/kg, i.p.) no GD9.5.............................................................37 

Gráfico 2     -    Distância percorrida no campo aberto 2h após da aplicação de (LPS  

                         100 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) em ratas no GD9.5.............................38 

Gráfico 3     -    Número de filhotes nascidos (LPS 100 µg/kg; i.p.) ou SAL (1 ml/kg,  

                          i.p.) no GD9.5.................................................................................................39 

Gráfico 4     -    Peso da ninhada não padronizada (LPS 100 µg/kg; i.p.) ou (SAL  

                         1 ml/kg, i.p.) no GD9.5....................................................................................39 

Gráfico 5     -    Peso da ninhada pós padronização (LPS 100 µg/kg; i.p.) ou (SAL   

                         1 ml/kg, i.p.) no GD9.5....................................................................................40 

Gráfico 6     -    Vocalizações no PND5 (LPS 100 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.)  

                          no GD9.5.........................................................................................................41 

Gráfico 7     -    Vocalizações no PND9 (LPS 100 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) 

                          no GD9.5.........................................................................................................41 

Gráfico 8     -    Vocalizações no PND13 (LPS 100 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.)  

                          no GD9.5.........................................................................................................42         

Gráfico 9     -    Latência no teste de homing (LPS 100 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg,  

                          i.p.) no GD9.5.................................................................................................43 

Gráfico 10   -    Número de mergulhos no hole-board (LPS 100 µg/kg; i.p.) ou (SAL  

                          1 ml/kg, i.p.) no GD9.5...................................................................................44 



 
 

Gráfico 11   -    Tempo gasto no braço aberto do labirinto em cruz elevado (LPS  

                          100 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD9.5..........................................44 

Gráfico 12   -    Parâmetros avaliados no teste de play behavior nos filhotes machos 

                         (LPS 100 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD9.5..................................46 

Gráfico 13   -    Parâmetros avaliados no teste de play behavior nos filhotes fêmeas 

                         (LPS 100 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD9.5..................................47 

Gráfico 14   -    Distância percorrida no campo aberto (LPS 100 µg/kg; i.p.) ou (SAL 

                         1 ml/kg, i.p.) no GD9.......................................................................................48 

Gráfico 15   -    Avaliação de crescimento (LPS 100 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) 

                          no GD9.5.........................................................................................................49 

Gráfico 16   -    Consumo de ração durante 24h após aplicação de (LPS 500 µg/kg; i.p.) 

                          ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD16.....................................................................50 

Gráfico 17   -    Distância percorrida no campo aberto 2h após da aplicação de (LPS  

                          500 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD16...........................................50 

Gráfico 18   -    Tempo de imobilidade no campo aberto 2h após da aplicação de (LPS 

                          500 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD16...........................................51 

Gráfico 19   -    Número de filhotes nascidos (LPS 500 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, 

                          i.p.) no GD16..................................................................................................52 

Gráfico 20   -    Peso da ninhada não padronizada (LPS 500 µg/kg; i.p.) ou (SAL  

                         1 ml/kg, i.p.) no GD16.....................................................................................52 

Gráfico 21   -    Peso da ninhada pós padronização (LPS 500 µg/kg; i.p.) ou (SAL 

                         1 ml/kg, i.p.) no GD16.....................................................................................53 

Gráfico 22   -    Porcentagem de eventos comportamento materno (LPS 500 µg/kg; 

                          i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD16..............................................................54 

Gráfico 23   -    Vocalizações no PND5 (LPS 500 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) 

                          no GD16..........................................................................................................55 

Gráfico 24   -    Vocalizações no PND9 (LPS 500 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) 

                          no GD16..........................................................................................................56 

Gráfico 25   -    Vocalizações no PND13 (LPS 500 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) 

                          no GD16..........................................................................................................56  

Gráfico 26   -    Latência no teste de homing (LPS 500 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, 

                          i.p.) no GD16..................................................................................................57 

Gráfico 27   -    Número de mergulhos nos buracos do hole-board (LPS 500 µg/kg; 

                          i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD16..............................................................58 



 
 

Gráfico 28   -    Tempo gasto no braço aberto do labirinto em cruz elevado (LPS  

                          500 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD16...........................................59 

Gráfico 29   -    Parâmetros avaliados no teste de play behavior nos filhotes machos 

                         (LPS 500 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD16...................................61 

Gráfico 30   -    Parâmetros avaliados no teste de play behavior nos filhotes fêmeas  

                         (LPS 500 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD16...................................62 

Gráfico 31   -    Distância percorrida no campo aberto (LPS 500 µg/kg; i.p.) ou (SAL 

                         1 ml/kg, i.p.) no GD16.....................................................................................63 

Gráfico 32   -    Avaliação de crescimento (LPS 500 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg,  

                          i.p.) no GD16..................................................................................................64 

Gráfico 33   -    Correlação entre as áreas cerebrais e o comportamento de play Behavior  

                          nos filhotes machos (LPS 500 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1ml/kg; i.p.) no 

GD16...............................................................................................................76 

Gráfico 34   -    Correlação de Spearman referente a correlação direta entre as áreas 

imunativadas para c-fo....................................................................................77 

Gráfico 35   -    Correlação de Spearman referente aos valores de (p).....................................78 

Prancha 1    -    Fotomicrografia e gráfico do cortex cingulado (LPS 500 µg/kg; i.p.) 

                         ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD16......................................................................66 

Prancha 2    -    Fotomicrografia e gráfico do cortex pré-límbico (LPS 500 µg/kg; i.p.) 

                         ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD16......................................................................67 

Prancha 3    -    Fotomicrografia e gráfico do cortex piriforme (LPS 500 µg/kg; i.p.) ou  

                         (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD16...........................................................................68 

Prancha 4    -    Fotomicrografia e gráfico da área insular agranular ventral (LPS  

                         500 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD16............................................69 

Prancha 5    -    Fotomicrografia e gráfico da área insular agranular dorsal (LPS  

                         500 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD16............................................70 

Prancha 6    -    Fotomicrografia e gráfico da área accubens core (LPS 500 µg/kg; i.p.) 

                         ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD16......................................................................71 

Prancha 7    -    Fotomicrografia e gráfico da área accubens shell (LPS 500 µg/kg; i.p.) 

                         ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD16......................................................................72 

Prancha 8    -    Fotomicrografia e gráfico da área das habênulas (LPS 500 µg/kg; i.p.)  

                         ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD16......................................................................73 

Prancha 9    -    Fotomicrografia e gráfico da área amígdala baso lateral (LPS  

                          500 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD16...........................................74 



 
 

Prancha 10  -    Fotomicrografia e gráfico da área amígdala baso medial (LPS  

                         500 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD16............................................75 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

SUMÁRIO 

 

1         INTRODUÇÃO............................................................................................................14 

1.1      TRANSTORNO DO ESPECTRO AUTISTA...............................................................14 

1.2      MODELOS COMPORTAMENTAIS...........................................................................16 

1.3      LPS.................................................................................................................................17 

2         JUSTIFICATIVA.........................................................................................................21 

3         OBJETIVOS.................................................................................................................22 

3.1      OBJETIVO PRINCIPAL...............................................................................................22 

3.2      OBJETIVOS SECUNDÁRIOS.....................................................................................22 

4         MÉTODOS...................................................................................................................23 

4.1      ANIMAIS.......................................................................................................................23 

4.1.1   Número de animais........................................................................................................23 

4.1.2   Acasalamento.................................................................................................................23 

4.2      DROGAS UTILIZADAS..............................................................................................23 

4.3      DELINEAMENTO EXPERIEMNTAL........................................................................24 

4.4      TESTES COMPORTAMENTAIS NAS RATAS PRENHAS......................................25 

4.4.1   Campo aberto.................................................................................................................25 

4.4.2   Ingestão alimentar de 24 horas.......................................................................................26 

4.4.3   Comportamento materno................................................................................................26 

4.5      TESTES COMPORTAMENTAIS NA PROLE............................................................27 

4.5.1   Vocalização....................................................................................................................27 

4.5.2   Motivação para encontrar o ninho (Homing).................................................................29 

4.5.3   Tábua de buracos (Hole-board).....................................................................................30 

4.5.4   Labirinto em cruz elevado..............................................................................................31 

4.5.5   Campo aberto.................................................................................................................32 

4.5.6   Comportamento de brincar (play behaviour).................................................................33 

4.5.7   Perfusão..........................................................................................................................34 

4.5.8   Imunohistoquímica.........................................................................................................35 

4.6      ANÁLISE ESTATÍSTICA............................................................................................36 

5         RESULTADOS.............................................................................................................38 

6         DISCUSSÃO.................................................................................................................79 

7         CONCLUSÃO..............................................................................................................85 

           REFERÊNCIAS...........................................................................................................86 



 
 

           ANEXO.........................................................................................................................96



14 
 

1 INTRODUÇÃO 

 

A seguir será descrita a introdução juntamente com a revisão bibliográfica. 

 

1.1 TRANSTORNO DO ESPECTRO AUTISTA 

 

O trastorno do espectro autista (TEA), descrito primeiramente por Leo Kanner (1943), 

têm sido objeto de intensa investigação desde sua primeira descrição no início da década de 

1940 (GENTILE, 2015). É um transtorno do neurodesenvolvimento que afeta 

aproximadamente 1 em 88 crianças (ANOMAL et al., 2015). Sendo uma doença heterogênea 

com multiplas causas, vários sintomas, distúrbios graves, e co-morbidades associadas conforme 

Amaral et al., (2008), incluindo convulsões, ansiedade, comportamento agressivo, problemas 

gastrointestinais, déficit motores, processamento sensorial anormal e distúrbios do sono 

(KUMAR; SHARMA, 2016b). Vários estudos relatam que as anormalidades da percepção 

sensorial são comuns em pessoas autistas e poderiam contribuir para o complexo 

comportamento e sintomas do distúrbio ( ANOMAL et al., 2015; LEEKAM et al., 2007). Além 

destes sintomas há varias manifestações emocionais associadas ao autismo, como depressão, 

aumento da ansiedade e medo (UMEDA et al., 2010). 

Crianças com TEA apresentam déficits persistentes na comunicação verbal e não verbal, 

contato visual, compreensão e uso de gestos, assim como ausência de expressões faciais. 

Exibem ainda dificuldade de interação social, para estabelecer uma conversa normal, em 

expressar emoções ou afeto e para desenvolver, manter e compreender relacionamentos. Estes 

indivíduos apresentam ainda dificuldades em compartilhar brincadeiras imaginativas ou em 

fazer amigos e ausência de interesse por pares. Assim como padrões de comportamentos 

restritos e repetitivos, uso de objetos, fala estereotipadas, padrões de rotinas e rituais, interesses 

fixos e anormais por objetos e hipo ou hiper-reatividade a estímulos sensoriais como indiferença 

aparente a dor/temperatura, reação contrária a sons e texturas, bem como cheirar ou tocar 

objetos de forma excessiva, fascinação visual por luzes ou movimento e não demonstra medo 

diante do perigo. Podendo ainda apresentar ou não comprometimento intelectual e de 

linguagem (BERNARDI et al., 2012; AMERICAN..., 2013). 

O diagnóstico de autismo pode ocorrer antes dos três anos de idade, sendo que alguns 

sintomas são perceptíveis aos seis meses de idade (BARON-COHEN et al., 2000). Acometendo 

quatro vezes mais indivíduos do sexo masculino do que feminino. Embora pessoas do sexo 
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feminino tendam a apresentar maior deficiência intelectual ou atraso na linguagem 

(AMERICAN..., 2013). 

A etiologia do autismo é desconhecida, porém várias linhas de pesquisa demonstram 

que fatores genéticos, neurológicos, imunológicos, infecções virais pré-natais, contaminantes 

alimentares e ambientais, bem como a neuroinflamação, 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). 

Doenças auto-imunes como artrite reumatóide, doença celíaca e diabetes tipo 1, são 

mais comuns em mães de crianças com TEA. Isto sugere que um sistema imunológico anormal  

e deficiente é passado para a prole. Também é possivel que reações autoimunes maternas 

durante a gestação possam ter efeitos nocivos sobre o cérebro fetal em desenvolvimento. Mães 

de crianças com TEA têm 12% a mais de anticorpos anti fetais no seu soro em comparação com 

mães de crianças típicas (PATTERSON, 2011). Estudos com indivíduos autistas encontraram 

elevada produção de auto anticorpos. A análise de dados de indivíduos com TEA demonstraram 

que 30-70% dos autistas tem auto anticorpos específicos anti cérebro incluindo dentre eles 

anticorpos para receptor de serotonina, proteína básica de mielina e, mais recentemente, ainda 

antígenos desconhecidos do extrato de tecido cerebral adulto (ASHWOOD, VAN DE WATER, 

2004a). 

Outros estudos encontraram baixos níveis de vitamina D em crianças com TEA em 

comparação com seus irmãos e pais. Baixos níveis de vitamina D também já estavam presentes 

ao nascimento em crianças mais tarde diagnosticadas com TEA, mas não em seus irmãos 

saudáveis. Baixos níveis de vitamina D durante a gravidez impactariam negativamente no 

estado cognitivo, desenvolvimento precoce e diagnóstico de TEA (DIETERT et al., 2011; 

KOCOVSKA et al., 2017). 

Estudos experimentais em roedores mostram claramente que a deficiência de hormônio 

tireoidiano resulta em conexões temporárias ou permanentemente suprimidas, ou anormais, 

resultando assim em transtornos cerebrais e comportamentais na prole (BERBEL et al., 2014). 

Evidências epidemiológicas sugerem que a infecção materna durante a gravidez são 

fatores de risco notáveis para desenvolvimento doenças 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 propõe que o crescimento anormal, o 

desarranjo da padronização neuronal e déficit na conectividade cortical são as causas dos 

transtornos autistas (CHEN et al., 2017; DANTZER, KELLEY, 2008; PARDO, EBERHART, 
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2007;). Além disso, uma diminuição no número de células de purkinje no cerebelo parecem 

estar associado aos sintomas de autismo (COURCHESNE et al., 2007). 

Estas aberrações apontam para vários períodos de início pré-natal, e em regiões 

particulares do cérebro que se desenvolveram mais tarde durante a neurogênese. Além disso as 

regiões do cérebro envolvidas no autismo tendem a se desenvolver mais lentamente e são mais 

vulneráveis a distúrbios (ASHWOOD et al., 2006). 

Os mecanismos pelos quais as infecções pré-natais aumentam o risco para a doença 

neuropsiquiátrica ainda não são bem compreendidos (BAHARNOORI et al., 2012). No entanto, 

eventos imunomediados como infecção materna durante a gravidez são importantes a se 

considerar neste contexto, uma vez que eles têm o potencial para induzir mudanças de longa 

duração na estrutura e função 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 

consequências do autismo. Estes modelos levam em conta os achados comportamentais 

(BERNARDI et al., 2012). Alterações comportamentais de algumas doenças psiquiátricas são 

geralmente estudadas em roedores utilizando diferentes testes, tais como, o labirinto em cruz 

elevado, caixa de claro-escuro, campo aberto e de gravações de emissões de vocalizações 

ultrassônicas (BASSI et al., 2012).  Distúrbios relacionados ao TEA mostram função anormal 

na neurogênese, migração e maturação neural (BERBEL et al., 2014). A contribuição no 

entendimento da síndrome e possibilidades de procedimentos que não são possíveis em 

humanos por razões éticas, permite desvendar alguns aspectos dessa desordem (BERNARDI et 

al., 2012). 

Modelos animais de infecções pré-natais propõem mimetizar tanto infecções bacterianas 

quanto virais durante a gestação, principalmente com a administração de lipopolissacarídeo 

(LPS), vírus influenza e ácido poliinosinico-policitidilico (PolyI:C), injetadas pelas vias 

intraperitoneal (i.p.), intravenosa (IV), subcutânea ou intranasal (IN) em roedores. O modelo 

animal fornece uma oportunidade para perguntar se a infecção pré-natal pode realmente causar 

alterações transitórias ou permanentes no SNC (BOKSA, 2010; PATTERSON, 2011). 

Um modelo utilizado de tratamento sistémico de PolyI:C em ratas prenhas aumentou os 

níveis de citocínas circulantes no soro materno, dentre elas as interleucínas IL-1β, IL-6, IL-10 

e fator de necrose tumoral (TNF), causando diminuição no número de filhotes nascidos e menor 
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peso da ninhada, prejuízo no reconhecimento de novos objetos e inibição pré-pulso (PPI) 

(BALLENDINE et al., 2015).  

Modelos de infecção respiratória com vírus influenza em camundongos prenhas durante 

a gestação resulta em anomalias do hipocampo e córtex do sistema neonatal, assim como 

alterações na expressão do marcador pré-sináptico SNAP-25. Além disso, a prole de mães 

infectadas com influenza tiveram uma série de anormalidades comportamentais relevantes para 

esquizofrenia e autismo, incluindo déficits na interação social, PPI, campo aberto e 

reconhecimento de novos objetos (PATTERSON, 2009). 

Em crianças que mães que fizeram uso de Ácido Valpróico (VPA)  durante a gravidez, 

distúrbios do TEA foram aumentadas diversas vezes. A dose e o tempo de exposição pode ser 

a chave para a extensão do risco. Roedores que tiveram exposição in utero ao VPA foi 

verificado comportamento tipo autista na prole caracterizado por diminuição nas vocalizações, 

aumento do comportamento estereotipado e redução na solicitação do comportament de brincar. 

A exposição ao VPA produz diminuição do comportamento social,  alterações no crescimento 

e desenvolvimento pós-natal segundo Dietert et al., 2011, e portanto foi proposto como um 

modelo pré-clínico de TEA (SERVADIO et al., 2016). 

Um modelo bem aceito e caracterizado de infecção bateriana é a administração de LPS, 

um componente de parede celular de bactérias gram-negativas. A administração sistêmica do 

LPS leva à ativação da resposta imune inata, gerando inflamação, febre, ativação do eixo 

hipotálamo-hipófise-adrenal e comportamento doentio (BOKSA, 2010). 

 

1.3 LPS 

 

O LPS é um componente da parede celular de bactérias gram-negativas, utilizado como 

modelo e amplamente aceito de infecção bacteriana ( BAHARNOORI et al., 2012;  BOKSA, 

2010; KIRSTEN; TARICANO; MAIORKA, et al., 2010; PENTEADO et al., 2014). O LPS 

logo após ser injetado é reconhecido por macrófagos 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 transdução de sinal levando à ativação de fatores de transcrição 

como fator kappa B (NFkB) e subsequente transcrição de genes que codificam mediadores pró 

e anti-inflamatórios. Tais como citocínas, quimiocínas e proteínas do sistema do complemento. 

A síntese e liberação de de citocínas pró-inflamatórias como  interleucina (IL) 1 e IL-6 , e fator 

de necrose tumoral-α (TNF- α). IL-1 e TNF- α são produzidos localmente e atuam sobre 

fibroblastos e endotélio para induzir a sua própria síntese bem como a de IL-6 e outras citocínas. 
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A IL-6 circulante interage então com alvos no cérebro para induzir sintese de prostaglandinas 

(PG’s) no hipotálamo mediada pela ciclo-oxigenase-2 (COX-2). PGs atuam em neurônios 

termossensíveis na área pré-ótica do hipotálamo anterior mediando o aumento na temperatura 

corporal central conforme descrito por Boksa (2010), ativação do eixo hipotálamo-hipófise-

adrenal (HHA) e sintomas de sickness behavior ( DANTZER, 2004; PECCHI et al., 2009; 

YIRMIYA et al., 1994;). Temperaturas mais altas alacançadas durante a febre estimula a 

proliferação de células do sistema imune e desfavorece o crescimento de bactérias e vírus. Há 

ainda uma redução nos níveis de Ferro e Zinco diminuindo a disponibilidade deste minerais 

vitais no crescimento e multiplicação destes organismos ( DANTZER, 2004; HART, 1988; 

KLUGER, 1986). Especificamente, parece que a citocína pró-inflamatória IL-6 parece assumir 

um papel crítico na mediação dos efeitos da ativação imunomaternal no desenvolvimento do 

cérebro fetal (MEYER et al., 2009; SMITH et al., 2007). 

Além das respostas inflamatórias maternas, ocorre alterações das citocínas e outros 

mediadores na placenta. Em estudos realizados com LPS radiomarcados injetados em ratas 

prenhas, foi observado o que o mesmo encontrava-se nos tecidos maternos assim como na 

placenta, porém não 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). Citocínas têm importante papel no desenvolvimento do SNC. Estes 

mediadores parecem induzir possíveis alterações no desenvolvimento do cérebro fetal 

(BOKSA, 2010). 

O mecanismo pelo qual o LPS pré-natal induz alterações no cérebro fetal envolve o 

estresse oxidativo. Foi observado aumento nos marcadores indicativos de estresse oxidativo no 

cérebro fetal de ratos horas após a injeção materna de LPS assim como no cérebro da prole em 

idade pós-natal (PAINTLIA et al., 2004; PAINTLIA, PAINTLIA, CONTRERAS, et al., 2008). 

Da mesma forma, estresse materno durante a gravidez pode alterar o comportamento 

materno pós-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 mãe e filhote pode causar alterações 

permanentes na prole (FLEMING et al., 1999; MEYER et al., 2006). 

Mudanças cerebrais a longo prazo na prole e durante a vida pós-natal foram observados 

após o desafio imunomaterno como, morte de matéria branca, hipomielinização, aumento de 

proteína ácida fibrilar glial (GFAP) e diminuição nos níveis de serotonina foram encontrados 

em várias regiões cerebrais. Alterações de vários marcadores dopaminérgicos foram por vezes 



19 
 

relatados, assim como o hipocampo parece ser afetado com o aumento dos receptores 

AMPAR/NMDA, além de alterações de transmissão sinápticas e diminuição da neurogênese. 

Da mesma forma testes comportamentais mostraram prejuízo na inibição pré-pulso e inibição 

latente conforme demonstra Boksa (2010) e aumento de comportamentos repetitivos e 

estereotipados (SERVADIO et al., 2015). 

A ativação imunológica pré-natal é, portanto altamente adequada para elucidar e 

contribuir para o entendimento de como infecções pré-natais podem afetar o desenvolvimento 

do cérebro durante a fase fetal e pós-natal. Assim bem como testes comportamentais relevantes 

visam validar o modelo translacional de autismo. 
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Figura 1 -  Alterações bioquímicas na mãe, placenta, feto e período pós-natal após exposição ao LPS. 

 

Fonte: Giusti-Paiva, 2016. 

Nota: A figura 1 mostra a ação do LPS. Após a aplicação do LPS o mesmo se liga aos receptores TLR-

4 em macrófagos e outras células imunes que desencadeiam uma cascata de transdução de 
citocínas (TNF- α, IL-1, IL6), estas por sua vez induzem a formação de PG’s que atuam em 

neurônios termossensíveis no hipotálamo mediando a alteração de temperatura causando febre 

e ativação do eixo HPA induzindo sickness behavior. Da mesma forma aumenta a expressão 
destas citocínas na placenta causando aumento do estresse oxidativo bem como alterações no 

desenvolvimento cerebral fetal. Estas alterações podem perdurar pelo período pós-natal com 

aumento de estresse oxidativo, citocínas, GFPA, alterações no hipocampo como expressão de 
receptores AMPA/NMDA, diminuição da neurogênese e ainda alterações dopaminérgicas e 

serotoninérgicas causando déficits comportamentais tardias. Alterações no comportamento 

maternal durante a infância pode interferir no desenvolvimento e maturação dos circuitos 

neurais. 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

O modelo animal fornece uma abordagem oportuna para perguntar se as infecções pré-

natais realmente podem causar mudanças transitórias ou permanentes no SNC, e quais 

mecanismos são responsaveis por essas mudanças. Contribuindo assim para entendimento das 

correlações com os TEA permitindo desvendar alguns aspectos destas desordens, 

procedimentos estes impossíveis em humanos por razões éticas. O modelo proposto visa 

mimetizar infecções durante a gestação, com a administração de LPS, injetado intraperitoneal 

(IP) em ratas prenhas no 9º.5 e 16º dia de gestação (GD9.5 e 16) e na dose de 100 µg/Kg e 500 

µg/Kg respectivamente, e posteriormente análise comportamental da prole.  
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3 OBJETIVOS 

 

A seguir será descrito o objetivo geral e específicos do presente estudo. 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar as alterações comportamentais da prole de ratas submetidas à administração de 

LPS durante a prenhez. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

a) Caracterizar por meio de testes comportamentais um modelo experimental 

translacional de autismo; 

b) Caracterizar a expressão de c-Fos em encéfalos de ratos submetidos ao teste de 

comportamento de brincar (Play Behavior) identificando possível diferença na 

ativação de áreas cerebrais entre os grupos experimentais. 
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4 MÉTODOS 

 

A seguir será descrita metodologia e análise estatística 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 à sua manutenção, tratadas com ração comercial 

e água “ad libitum” e mantidas em sala climatizada a 23 ± 1 ºC em ciclo 12 horas claro-escuro 

sendo acesa as 7h e desligada as 19h. 

 

4.1.2 Número de animais 

 

O número 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 

fêmeas), totalizando 472 filhotes, destes sendo 236 filhotes machos e 236 filhotes fêmeas 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 proporção de duas fêmeas para um macho, e deixados juntos 

por quatro dias. Pela manhã do dia seguinte foi realizado o lavado vaginal e logo após análise. 

O dia em cuja manhã foi constatada a presença de espermatozoides no lavado vaginal foi 

considerado como sendo o dia zero de gestação, denominado (GD0). 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 (PND0).  

 

4.2 DROGAS UTILIZADAS 

 

 LPS obtido a partir de Escherichia coli, Sigma, sorotipo 026: B6, marca Sigma-Aldrich, 

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

posteriormente diluídos para administração nas ratas prenhes nas doses de 100 µg/kg no GD9.5 



24 
 

ou 500 µg/kg no GD16, aplicado por via intraperitoneal (i.p). Estas doses foram escolhidas com 

base em estudos prévios que demonstraram induzir alterações comportamentais, endócrinas e 

aumentar as concentrações de citocínas na placenta decorrentes da administração de LPS. O 

GD9.5 e GD16 foram escolhidos pois em ratos estes períodos compreendem o 1º e 2º trimestre 

de gestação em humanos respectivamente (CLANCY et al., 2007). O grupo controle recebeu 

solução 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 infância e adolescência. 

No GD9,5 ou no GD16 as fêmeas foram tratadas com LPS ou SAL. A seguir foi avaliado 

o comportamento doentio (Sickness behavior) das ratas, com avaliação no teste de campo aberto 

e ingestão alimentar e ganho de peso durante 24 horas.  

O dia de nascimento dos filhotes foi considerado PND0. Um dia após o nascimento 

PND1, as ninhadas foram verificadas quanto peso e ao número de filhotes nascidos, e logo após 

padronizados em 8 filhotes, sendo 4 machos e 4 fêmeas.  O comportamento materno (CM) foi 

avaliado nos PND2, 3 e 4. 

De cada ninhada, 1 filhote macho e 1 fêmea foram utilizados para avaliar a vocalização 

(realizados nos PND5, 9 e 13) e submetidos ao teste de homing no PND13); 1 filhote macho e 

1 fêmea para o teste de hole-board no PND26, 1 filhote macho e 1 fêmea para teste de labirinto 

em cruz elevado no PND28 e no campo aberto no PND34, e 1 filhote macho e 1 fêmea para o 

teste de play behaviour no PND33 e 90 minutos após o referido teste os animais foram 

perfundidos com paraformaldeído a 4% (PFA 4%) para fixação dos tecidos encefálicos para 

realização de imunoistoquímica para c-fos. Os animais que passaram pelos testes de 

vocalização e homing foram pesados nos PND5, 9, 13, 21, 26, 28, 33 e 34, para avaliação 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 período 

experimental. 
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Figura 2 – Delineamento experimental. 

 

 
 

Fonte: Do autor. 

Nota: A figura 2 mostra o delineamento experimental ilustrando os procedimentos ou testes 

comportamentais   realizados ao longo do período experimental.  

 

4.4 TESTES COMPORTAMENTAIS NAS RATAS PRENHAS 

 

A seguir será descrito os testes comportamentais aplicados nas ratas prenhas. 

 

4.4.1 Campo aberto 

 

No GD9.5 ou no GD16, 2h após de receberem LPS ou SAL, as ratas prenhas foram 

submetidas ao teste de campo aberto para avaliação da atividade motora, evidenciados pela 

distância percorrida e tempo de imobilidade para caracterizar o comportamento doentio.  As 

ratas foram colocadas individualmente em uma arena circular de acrílico com diâmetro 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 análise e em seguida o aparato foi limpo com solução de etanol a 5%. Foi 

realizado analise automática utilizando o software Ethovision XT versão 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 avaliação da distância percorrida 

e tempo de imobilidade dos animais 2h após a aplicação do LPS ou SAL. 

 

4.4.2 Ingestão alimentar e ganho de peso 

 

No momento da aplicação de LPS ou SAL, os animais foram pesados e a ração foi 

retirada.  Duas horas após a aplicação, uma porção de ração previamente pesada foi 

disponibilizada aos animais. No dia seguinte, 24h após os tratamentos, a ração foi pesada para 

verificação da quantidade de ração consumida e os animais pesados. Este teste foi realizado 

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

 

4.4.3 Comportamento materno (CM) 

 

No dia da padronização as ratas e sua prole foram alojadas em caixas de acrílico 

transparentes para facilitar a observação. Nos PND2, 3 e 4 foi analisado o CM. O CM foi 
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observado nos períodos da manhã (09h30min às 11h) e tarde (15h30min às 17h) de 3 em 3 min 

perfazendo um total de 30 observações por período e 60 observações por dia.  

Foram avaliados os parâmetros de comportamentos maternos (cifose amamentando os 

filhotes, deitada sobre os filhotes, lambendo os filhotes, em posição passiva alimentando os 

filhotes, self-grooming materno e construindo o ninho), e não maternos (alimentando sem os 

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

  

Fotografia 2 – Comportamento materno típico. 

 

 
 

 
Fonte: Vilela, 2011. 

Nota: A fotografia 2 mostras uma rata em comportamento materno típico cuidando dos filhotes. 

 

 4.5 TESTES COMPORTAMENTAIS NA PROLE 

 

A seguir será descrito os testes comportamentais aplicados na prole. 

 

4.5.1 Vocalização ultrassônica (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 25⁰C e posteriormente submetidos ao teste 

durante 3 min. O teste consiste em colocar o filhote dentro de uma caixa com isolamento 

acústico, com um microfone de captação ultrassônica montado de forma suspensa, conectado a 

um amplificador (Microphone Amplifier Med Associates inc, modelo ANL-940-1) e através do 

Software LabChart as gravações foram apresentadas em um computador e armazenadas como 

espectrogramas, onde foram posteriormente analisadas.  

Filhotes de ratos comunicam-se por vocalizações ultrassônicas entre de 20 e 90 kHz. 

Estas vocalizações mudam à medida que os filhotes desenvolvem em direção a comunicação 

acústica do rato adulto. Estudos de vocalizações ultrassônicas em filhote de rato (USV) em uma 

variedade de contextos, incluindo o chamado isolamento induzido, contribui para investigação 

de emoções, interações sociais no início da vida, comportamento de apego, interações materno-

infantil, comportamento juvenil, e desenvolvimento. USV induzida por isolamento tem sido 

considerada um marcador de ansiedade com a sua taxa aumentada e diminuída por agentes 

ansiogénicos e ansiolítico, respectivamente (SPENCE et al., 2016). 
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Fotografia 3 – Estação de gravação de vocalizações. 

 

 
 

Fonte: Do autor. 
Nota: A fotografia 3 mostra a estação montada para gravação das emissões de USV’s dos filhotes. 

 

4.5.2 Motivação 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 ¾ com maravalha limpa, e ¼ com maravalha 

proveniente do ninho materno. O filhote foi colocado na porção com maravalha limpa e virado 

com a cabeça para a parede contrária à porção com maravalha do ninho, na extremidade oposta 

da mesma.  

O procedimento de resposta homing explora a motivação do filhote usando o olfato para 

atingir o seu ninho e de manter contato com sua mãe e irmãos. Ele é adequado e biologicamente 

relevante para examinar a aprendizagem espacial em roedores imaturos, como lembrando a 

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

entrar na porção 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 ¾ de maravalha limpa e 

¼ de maravalha proveniente do ninho. 

 

4.5.3 Tábua 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 tábua contendo 16 furos de 2,5 cm de diâmetro elevada à 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 não passariam pelo teste), 

foram levados a sala de comportamento para ambientação e lá permaneceram por 24h, no 

mesmo dia o filhote que passaria pelo teste foi ambientado ao aparato sem a tábua de buracos 

por 10 min. No dia seguinte à ambientação o filhote já ambientado passou pelo teste, o qual foi 

gravado para posterior análise. O teste foi realizado no PND26 e teve duração de 15 min.  
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Foi avaliada a frequência com que os animais colocaram a cabeça até a altura das orelhas 

dentro dos buracos. Este teste está associado a atividade exploratória (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 análise e em seguida o 

aparato foi limpo com solução 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 braços abertos e dois 

braços fechados, cada braço 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 braços fechados. Foi 

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

aparato foi limpo com solução 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 acrílico com diâmetro 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 análise utilizando o software Ethovision XT versão 9.0 e em seguida o aparato foi 

limpo com solução 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 interação entre eles. 

Da mesma forma que o hole-board, um dia antes do teste todos os animais (inclusive os 

que não passariam pelo teste), foram levados a sala de comportamento para ambientação e lá 

permaneceram por 24h, no mesmo dia o filhote que passaria pelo teste foi ambientado ao 

aparato individualmente por 10 min. No dia do teste, os 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 parâmetros foram analisados: 1) frequência de 

pinning; 2) frequência de pouncing; 3) tempo de exploração anogenital; 4) tempo de 

perseguição. 

 

Fotografia 8 – Play behavior. 

 

 
 

Fonte: Do autor. 

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

 

4.5.7 Perfusão 

 

90 min após 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 

punção intracardíaca com solução SAL heparinizada (1ml/L) seguida de fixador 

paraformaldeído 4% (PFA 4%) em solução de tampão fosfato (PBS 0,1M). Os encéfalos foram 

então removidos e armazenados em fixador PFA 4% PBS 0,1M durante 4 horas e em seguida 
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transferidos para uma solução de sacarose 30% em PBS 0,1M e armazenados à 4ºC. 

Posteriormente os encéfalos foram seccionados em cortes de 30µm de espessura e em duplicatas 

utilizando-se um Criostato, e coletados em PBS 0,01M, logo após passaram por 

imunoistoquímica (VILELA; GIUSTI-PAIVA, 2014). Nestes cortes de tecidos foram 

realizadas marcações de áreas específicas. Os cortes não utilizados foram armazenados em 

solução anti-freezing. 

  

4.5.8 Imunoistoquímica 

 

A imunoistoquímica foi iniciada imediatamente após os encéfalos serem cortados. Foi 

realizado o bloqueio da peroxidase endógena (solução de H2O2, 1%) por 30 minutos e os cortes 

foram lavados com PBS 0,01M por 3 vezes a 5 minutos. Posteriormente, foi feito o bloqueio 

das ligações inespecíficas em solução 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 primário anti-fos de coelho (Ab-5, Oncogene Science, 

Manhasset, NY, USA) diluído 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). Após lavagem, os cortes foram 

incubados com segundo anticorpo biotinilado (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, 

USA), diluído 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 coloração, foi empregado diaminobenzidina (DAB, Sigma -Aldrich Co., St. 

Louis, MO, USA) intensificado com cloreto de cobalto 1% (CoCl2 1%) e sulfato de níquel 1% 

(NiSO4 1%). O produto da reação conferiu uma coloração violeta   escuro – preto ao núcleo 

(VILELA; GIUSTI-PAIVA, 2014). 

Por último, os cortes foram montados em lâminas gelatinizadas. Para solução de gelatina 

foi utilizado 0,625% gelatina (Gelatina Albrecht), azida de sódio a 0,04% (NaN3 0,04%) e água 

destilada 500ml. As lâminas depois de montadas com os cortes foram secas a temperatura 

ambiente, desidratadas com xileno e cobertas com Entellan e lamínulas. 

As áreas encefálicas estudadas, córtex cingulado (Cing) +3,24mm anterior ao Bregma, 

área pré-límbica (Prl) +3,24mm anterior ao Bregma, córtex pririforme (Pir) +3,24mm anterior 

ao Bregma, córtex insular agranular ventral (AIV) 3,24mm anterior ao Bregma, córtex insular 

agranular dorsal (AID) +3,24mm anterior ao Bregma, núcleo accubens core (AcbC) +0,72mm 

anterior ao Bregma, núcleo accubens shell (AcbSh) +0,72mm anterior ao Bregma, habênulas  

(HB) -2,72mm posterior ao Bregma, amígdala baso-laterla (BLA) -2,72mm posterior ao 



36 
 

Bregma e amígdala baso-medial (BMA) -2,72mm posterior ao Bregma, todas as áreas foram 

identificadas e delimitadas de acordo com o atlas (PAXINOS; WATSON, 2007). As células 

imunorreativas para c-Fos foram contadas manualmente com auxílio de um microscópio Nikon 

modelo H55L no aumento de 10 vezes (10 x). As imagens foram capturadas e o número de 

cortes representativos para cada grupo experimental foi de 6. 

 

4.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os resultados obtidos foram analisados utilizando o Software GraphPad Prisma versão 

6.0 e expressos com média ± erro padrão da média (SEM). Para comparação entre os grupos 

foi utilizado t-student test, e o teste de correlação entre os parâmetros do play behavior e as 

áreas 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 gráfico 1 observa-se que os animais que receberam LPS (100 µg/kg no GD9.5; n = 

7) tenderam a ingerir menor quantidade de ração durante às 24h após o tratamento em 

comparação com os animais que receberam SAL (n = 5), porém não houve diferença 

significativa entre os grupos (p=0,1191). Da mesma forma no gráfico 2 observamos uma 

tendência dos animais que receberam LPS a percorrer menor distância no campo aberto em 

comparação com os animais que receberam SAL, porém não houve diferença significativas 

entre os grupos (p=0,1288). Tais resultados indicam que a dose de 100 µg/kg aplicado no GD9.5 

não foi efetiva em induzir sickness behavior em ratas prenhas. 

 

Gráfico 1 – Consumo de ração durante 24h após aplicação de (LPS 100 

µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD9.5. 

                 
Fonte: Do autor. 
Nota: O gráfico 1 mostra o consumo de ração em gramas durante 24h após 

a aplicação de LPS (100 µg/kg; i.p.) ou SAL (1 ml/kg, i.p.) no 
GD9.5. Valores expressos em média ± SEM. 

 
 
 

 

 
 

 

 
 

 

 

 

In
g

e
s

tã
o

 a
li

m
e

n
ta

r 
2

4
h

 (
g

)

C O N T R O L E L P S

0

5

1 0

1 5

2 0

2 5



38 
 

Gráfico 2 – Distância percorrida no campo aberto 2h após aplicação de (LPS 

100 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD9.5. 

              
Fonte: Do autor. 
Nota: O gráfico 2 mostra a distância percorrida pelos animais no campo aberto 

2h após da aplicação de LPS (100 µg/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 número de filhotes nascidos, peso das ninhadas não padronizadas 

e padronizadas no PND1 filhos de mães que receberam 100 µg de LPS ou 1 ml/kg de SAL no 

GD9.5 (N=7 e N=5) são observados nos gráficos 3, 4 e 5 respectivamente. 

Os gráficos 3, 4 e 5, mostram que não houve diferença quanto ao número de filhotes 

nascidos (p=0,6087), quanto ao peso da ninhada não 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 comparação com grupo SAL.  
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Gráfico 3 – Número de filhotes nascidos (LPS 100 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 

ml/kg, i.p.) no GD9.5. 

                              
Fonte: Do autor. 
Nota: O gráfico 3 mostra o número de filhotes nascidos de mães que 

receberam LPS (100 µg/kg; i.p.) ou SAL (1 ml/kg, i.p.) no GD9.5. 

Valores expressos em média ± SEM. 

 

Gráfico 4 – Peso da ninhada não padronizada (LPS 100 µg/kg; i.p.) ou (SAL 

1 ml/kg, i.p.) no GD9.5. 

                   
Fonte: Do autor. 
Nota: O gráfico 4 mostra o peso da ninhada não padronizada no PND1 

filhotes de mães que receberam LPS (100 µg/kg; i.p.) ou SAL (1 

ml/kg, i.p.) no GD9.5. Valores expressos em média ± SEM. 
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Gráfico 5 – Peso da ninhada padronizada (LPS 100 µg/kg; i.p.) ou SAL (1 

ml/kg, i.p.) no GD9.5. 

                             
 

Fonte: Do autor. 
Nota: O gráfico 5 mostra o peso da ninhada pós padronização em N=8 no 

PND1 filhotes nascidos de mães que receberam LPS (100 µg/kg; i.p.) 

ou SAL (1 ml/kg, i.p.) no GD9.5. Valores expressos em média ± SEM. 

 

O número de UVS’s nos PND5, 9 e 13 dos filhotes machos e fêmeas de mães que 

receberam LPS ou SAL no GD9.5 (N=18/grupo) são mostrados nos gráficos 6, 7 e 8 

respectivamente. 

O gráfico 6 (A) mostra que não houve diferença entre os grupos (p= 0,3646) dos filhotes 

machos filhos de mães que receberam tratamento com LPS ou SAL no PND5. Da mesma forma 

O gráfico 6 (B) mostra que também não houve diferença quanto ao número de vocalizações nos 

filhotes fêmeas (p=0,8776). 

O gráfico 7 (A) mostra uma que não houve diferença entre os grupos (p=0,6192) de 

filhotes machos filhos de mães tratadas com LPS ou SAL no PND9. Da mesma forma o gráfico 

7 (B) mostra que não houve diferença quanto ao número de vocalizações dos filhotes fêmeas 

(p=0,9699). 

O gráfico 8 (A) mostra que não houve diferença quanto ao número de vocalizações nos 

filhotes machos filhos de mães tratadas com LPS ou SAL (p=0,5088) no PND13. Da mesma 

forma o gráfico 8 (B) mostra que não houve diferença entre os filhotes fêmeas de mães que 

receberam LPS ou SAL (p=0,4944). 
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Gráfico 6 – Vocalizações no PND5 (LPS 100 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD9.5. 

 
Fonte: Do autor. 
Nota: O gráfico 6 mostra o número de vocalizações ultrassônicas (USV’s) emitidas durante 

3 min dos filhotes (A) machos e (B) fêmeas filhos de mães tratadas com LPS (100 

µg/kg; i.p.) ou SAL (1 ml/kg, i.p.) avaliado no PND5. Valores expressos em média ± 
SEM.  

 

 

Gráfico 7 – Vocalizações no PND9 (LPS 100 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD9.5. 

 
Fonte: Do autor. 
Nota: O gráfico 7 mostra o número de vocalizações ultrassônicas (USV’s) emitidas durante 

3 min pelos filhotes (A) machos e (B) fêmeas filhos de mães tratadas com LPS (100 

µg/kg; i.p.) ou SAL (1 ml/kg, i.p.) avaliado no PND9. Valores expressos em média ± 

SEM. 
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Gráfico 8 – Vocalizações no PND13 (LPS 100 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD9.5. 

 
Fonte: Do autor. 
Nota: O gráfico 8 mostra o número de vocalizações ultrassônicas (USV’s) emitidas durante 

3 min pelos filhotes (A) machos e (B) fêmeas filhos de mães tratadas com LPS (100 

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

± SEM. 

 

No gráfico 9 observa-se o desempenho dos filhotes no teste de homing, no qual é 

avaliado a latência para entrada na porção com maravalha do ninho dos filhotes machos e 

fêmeas de mães que receberam LPS ou SAL no GD9.5 (N=18/grupo). 

O gráfico 9 (A) mostra que não houve diferença entre os filhotes machos de ratas 

tratadas com SAL ou LPS (p=0,3874). Já o gráfico 9 (B) mostra que com relação aos filhotes 

fêmeas houve um maior tempo de latência para entrada na porção com a maravalha do ninho 

para os filhotes de mães tratadas com LPS em comparação aos filhotes de mães SAL, 

apresentando diferença significativa entre os grupos (*p=0,0422). 
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Gráfico 9 – Latência no teste de homing (LPS 100 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no 

GD9.5. 

 
Fonte: Do autor. 
Nota: O gráfico 9 mostra o tempo de latência em segundos para entrada na porção com 

maravalha do ninho dos filhotes (A) machos e (B) fêmeas filhos de mães tratadas com 

LPS (100 µg/kg; i.p.) ou SAL (1 ml/kg, i.p.), avaliado no PND13. Valores expressos 

em média ± SEM.*p<0,05. 

 

O gráfico 10 mostra o número de mergulhos (head dipping) dos filhotes machos e 

fêmeas de mães que receberam LPS ou SAL no GD9.5 (N=18/grupo) no teste hole-board. O 

gráfico 10 (A) mostra que não houve diferença quanto ao número de mergulhos dos filhotes 

machos de ratas tratadas com LPS em comparação com os filhotes de ratas tratadas com SAL 

(p=0,7335). Da mesma forma o gráfico 10 (B) mostra que não houve diferença quanto ao 

número de vezes em que os filhotes fêmeas filhotes de mães tratadas com LPS colocaram a 

cabeça nos buracos em comparação com filhotes de mães SAL (p=0,8419).  
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Gráfico 10 – Número de mergulhos no hole-board (LPS 100 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, 

i.p.) no GD9.5. 

 
Fonte: Do autor. 
Nota: O gráfico 10 mostra o número de mergulhos nos buracos do hole-board durante 15 

min dos filhotes (A) machos e (B) fêmeas filhos de mães tratadas com LPS (100 µg/kg; 
i.p.) ou SAL (1 ml/kg, i.p.) avaliado no PND26. Valores expressos em média ± SEM. 

  

O gráfico 11 (A) mostra o percentual de tempo de permanência nos braços abertos do 

labirinto em cruz elevado dos filhotes machos de mães que receberam LPS ou SAL no GD9.5 

(N=18/grupo). Não havendo diferença entre os grupos (p=0,2215). O gráfico 11 (B) mostra que 

da mesma forma, não houve diferença no tempo de exploração do braço aberto pelos filhotes 

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

 

Gráfico 11 – Tempo gasto no braço aberto do labirinto em cruz elevado (LPS 100 µg/kg; i.p.) 

ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD9.5. 

 
Fonte: Do autor. 
Nota: O gráfico 11 mostra o Percentual de tempo gasto no braço aberto do labirinto em cruz 

elevado durante 5 min dos filhotes (A) machos e (B) fêmeas filhos de mães tratadas com 

LPS (100 µg/kg; i.p.) ou SAL (1 ml/kg, i.p.) no PND28. Valores expressos em média ± 
SEM. 
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Os parâmetros observados no play behavior foram: número de pouncings, número de 

pinnings, número de partial rotations, tempo gasto perseguindo o oponente e tempo de 

exploração anogenital dos filhotes machos (gráficos 12 A-E) e fêmeas (gráficos 13 A-E) de 

ratas que receberam LPS ou SAL no GD9.5 (N=18/grupo). 

O gráfico 13 (A) mostra que ao buscar pelas brincadeiras (pouncings) dos filhotes 

machos de ratas tratadas com LPS não foi alterada quando comparado aos animais SAL 

(p=0,5705). Da mesma forma o gráfico 13 (A) mostra que os filhotes fêmeas de ratas tratadas 

com LPS não alteram o número de pouncings em comparação aos filhotes fêmeas de mães que 

receberam SAL (p=0,2688).  O gráfico 12 (B) mostra que não houve diferença em aceitar as 

brincadeiras (pinnings) entre os grupos de filhotes machos de mães tratadas com LPS ou SAL 

(p=0,9296). Da mesma forma o gráfico 13 (B) mostra que não houve diferença entre os grupos 

de filhotes fêmeas de mães tratadas com LPS ou SAL (P=0,7776). 

O gráfico 12 (C) mostra que não houve diferença entre os animais machos filhotes de 

ratas tratadas com LPS em praticar o partial rotation em comparação com os animais filhotes 

de ratas tratadas com SAL (p=0,3387). Da mesma forma o gráfico 13 (C) mostra que entre os 

filhotes fêmeas não houve diferença entre os grupos filhotes de mães LPS ou SAL (p=0,8018). 

O gráfico 12 (D) mostra que não houve diferença entre os grupos de animais machos 

filhotes de ratas tratadas com LPS ou SAL em perseguir mais o parceiro (p=0,3197). O gráfico 

13 (D) mostra que da mesma forma não houve diferença entre os grupos de animais fêmeas 

filhotes de mães tratadas com LPS ou SAL (p=0,5417). 

O gráfico 12 (E) mostra que não houve diferença na exploração da região anogenital do 

parceiro entre os filhotes machos de mães tratadas com LPS em comparação com os filhotes de 

mães SAL (p=0,5111). Da mesma forma o gráfico 13 (E) mostra que houve não houve diferença 

entre os filhotes fêmeas de mães tratadas com LPS em explorar a região anogenital do parceiro 

em comparação com os filhotes de mães SAL (p=0,2289). 
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Gráfico 12 – Parâmetros avaliados no teste de play behavior nos filhotes machos (LPS 100 

µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD9.5. 

 
Fonte: Do autor. 
Nota: O gráfico 12 mostra os parâmetros avaliados no teste de play behavior nos filhotes 

machos de mães tratadas com LPS (100 µg/kg; i.p.) ou SAL (1 ml/kg, i.p.) no PND33. 

N=9 e N=14: (A) Nº de poucings; (B) Nº de pinnings; (C) Nº de partial rotations; (D) 
tempo de perseguição; tempo de exploração anogenital. Valores expressos em média 

± SEM.  
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Gráfico 13 – Parâmetros avaliados no teste de play behavior nos filhotes fêmeas (LPS 100 

µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD9.5. 
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Fonte: Do autor. 

Nota: O gráfico 13 mostra os parâmetros avaliados no teste de play behavior nos filhotes 

fêmeas de mães tratadas com LPS (100 µg/kg; i.p.) ou SAL (1 ml/kg, i.p.) no PND33. 
N=9 e N=14: (A) Nº de poucings; (B) Nº de pinnings; (C) Nº de partial rotations; (D) 

tempo de perseguição; tempo de exploração anogenital. Valores expressos em média 

± SEM.  
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O gráfico 14 (A) mostra que não houve diferença (p=0,6823) quanto a distância 

percorrida no campo aberto pelos filhotes machos de mães que receberam LPS ou SAL no 

GD9.5 (N = 18/grupo), (p=0,6823). Da mesma forma o gráfico 14 (B) mostra que não houve 

diferença entre os grupos de filhotes (B) fêmeas de mães tratadas com LPS ou SAL (p=0,3139). 

 

Gráfico 14 – Distância percorrida no campo aberto (LPS 100 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, 
i.p.) no GD9.5 

 
Fonte: Do autor. 
Nota: O gráfico 14 mostra a distância percorrida em cm no campo aberto durante 5 min dos 

filhotes (A) machos e (B) fêmeas filhos de mães tratadas com LPS (100 µg/kg; i.p.) 

ou SAL (1 ml/kg, i.p.) avaliado no PND34. Valores expressos em média ± SEM. 

 

O gráfico 15 (A) mostra o quanto crescimento dos filhotes nos PND5, 9, 13, 21, 26, 28, 

33 e 34 machos e fêmeas de ratas que receberam LPS ou SAL. Não houve diferença quanto ao 

ganho de peso dos filhotes machos de ratas tratadas com LPS ou SAL (p=0,4327), assim como 

não houve diferença entre os grupos 15 (B) fêmeas filhotes de ratas tratadas com LPS ou SAL 

(p=0,2434). 
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Gráfico 15 – Avaliação de crescimento (LPS 100 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD9.5. 

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

filhotes machos (A) e fêmeas (B) de ratas tratadas com LPS (100 µg/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 

µg/kg; i.p.  N=10) ou SAL (1 ml/kg, i.p. n=14) no GD16. 

No gráfico 16 observamos que os animais que receberam LPS ingeriram menor 

quantidade de ração durante às 24h após o tratamento em comparação com os animais que 

receberam SAL, havendo diferença significativa entre os grupos (**p= 0,0082). 

Da mesma forma no gráfico 17, observamos que os animais que receberam LPS 

percorreram menor distância (*p=0,0221) e como mostrado no gráfico 18 tiveram maior tempo 

de imobilidade (*p=0,0386) no campo aberto em comparação com os animais que receberam 

SAL.  
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Gráfico 16 – Consumo de ração durante 24h aplicação de (LPS 500 µg/kg; 

i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD16. 

                 
Fonte: Do autor. 
Nota: O gráfico 16 mostra o consumo de ração em gramas durante 24h após 

aplicação de LPS (500 µg/kg; i.p.) ou SAL (1 ml/kg, i.p.) em ratas 

prenhas no GD16. Valores expressos em média ± SEM. ** p<0,01. 

 

 

Gráfico 17 – Distância percorrida no campo aberto 2h após a aplicação de 
(LPS 500 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) em no GD16 

             
Fonte: Do autor. 
Nota: O gráfico 17 mostra a distância percorrida pelas ratas prenhas no campo 

aberto 2h após da aplicação de LPS (500 µg/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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Gráfico 18 – Tempo de imobilidade no campo aberto 2h após da aplicação de 

(LPS 500 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD16. 

               
Fonte: Do autor. 
Nota: O gráfico 18 mostra o tempo de imobilidade das ratas prenhas no campo 

aberto 2h após da aplicação de LPS (500 µg/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 número de filhotes nascidos, peso das ninhadas não padronizadas e 

padronizadas de mães que receberam LPS (500 µg/kg; i.p. N=10) ou SAL (1 ml/kg, i.p. n=14) 

no GD16, são mostrados nos gráficos 19, 20 e 21 respectivamente. 

O gráfico 19 mostra que ratas que receberam LPS no GD16 tiveram menor número de 

filhotes quando comparado ao grupo SAL (*p=0,0319). O gráfico 20 mostra que ninhadas 

nascidas de mães que receberam LPS tiveram redução significativo no peso ao nascimento em 

comparação com as que receberam SAL (*p=0,0115). No gráfico 21 observa-se que não houve 

diferença no peso das ninhadas de mães tratadas com LPS ou SAL pós padronização em N=8 

filhotes/mãe (*p=0,2227).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

T
e

m
p

o
 d

e
 i

m
o

b
il

id
a

d
e

 (
s

)

C O N T R O L E L P S  

0

5 0

1 0 0

1 5 0

2 0 0

*



52 
 

Gráfico 19 – Número de filhotes nascidos (LPS 500 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 

ml/kg, i.p.) no GD16. 

                   
Fonte: Do autor. 
Nota: O gráfico 19 mostra o número de filhotes nascidos de ratas que 

receberam LPS (500 µg/kg; i.p.) ou SAL (1 ml/kg, i.p.) no GD16. 

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

 

 

Gráfico 20 – Peso da ninhada não padronizada (LPS 500 µg/kg; i.p.) ou (SAL 

1 ml/kg, i.p.) no GD16. 

              
Fonte: Do autor. 
Nota: O gráfico 20 mostra o peso da ninhada não padronizada no PND1 

filhotes de mães que receberam LPS (500 µg/kg; i.p.) ou SAL (1 ml/kg, 

i.p.) no GD16. Valores expressos em média ± SEM. *p<0,05. 
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Gráfico 21 – Peso da ninhada pós padronização (LPS 500 µg/kg; i.p.) ou (SAL 

1 ml/kg, i.p.) no GD16 

 

 

Fonte: Do autor. 
Nota: O gráfico 21 mostra o peso da ninhada pós padronização em N=8 no 

PND1 filhotes nascidos de mães que receberam LPS (500 µg/kg; i.p.) 

ou SAL (1 ml/kg, i.p.) no GD16. Valores expressos em média ± SEM.  

 

Quanto aos parâmetros 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 posição passiva alimentando os filhotes, self-grooming materno e 

construindo o ninho), e não maternos (alimentando sem os filhotes, explorando fora do ninho e 

não explorando fora do ninho), de mães receberam LPS (500 µg/kg; i.p. N=9) ou SAL (1 ml/kg, 

i.p. n=14) no GD16, são mostrados no gráfico 22. Ratas que receberam LPS tiveram maior 

comprometimento quanto aos cuidados maternos em comparação com as mães que receberam 

SAL, aumentando os parâmetros de comportamento materno total (*p=0,0168), cifose 

amamentando os filhotes (*p=0,0188), deitada sobre os filhotes (*p=0,0316), e redução nos 

parâmetros de comportamento não materno total (*p=0,0168) e explorando fora do ninho 

(*p=0,0354). 
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Gráfico 22 – Porcentagem de eventos comportamento materno (LPS 500 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 

ml/kg, i.p.) no GD16. 

 
Fonte: Do autor. 
Nota: O gráfico 22 mostra a porcentagem de eventos CM das mães que receberam LPS (500 µg/kg; 

i.p.) ou SAL (1 ml/kg, i.p.) no GD16 durante os PND2, 3 e 4, nos parâmetros avaliados: total 

de comportamento materno (CM), em cifose amamentando os filhotes, deitada sobre os 

filhotes, em posição passiva alimentando os filhotes, lambendo os filhotes, construindo ninho, 
self grooming materno, total de comportamento não materno (CNM), alimentando sem os 

filhotes, explorando fora do ninho e não explorando fora do ninho. Valores expressos em 

média ± SEM *p<0,05. 

 

O número de UVS’s nos PND5, 9 e 13 dos filhotes machos e fêmeas de mães que 

receberam LPS (500 µg/kg; i.p. N=9) ou SAL (1 ml/kg, i.p. n=14), são mostrados nos gráficos 

23, 24 e 25 respectivamente. 

O gráfico 23 (A) mostra que no PND5 os filhotes machos filhos de mães tratadas com 

LPS houve uma tendência em emitir mais USV’s em comparação com os filhotes filhos de 

mães tratadas com SAL (p=0,1615). Em contrapartida o gráfico 23 (B) mostra que não houve 

diferença entre os filhotes fêmeas de mães tratadas com LPS ou SAL (p=0,7033). 
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O gráfico 24 (A) mostra que no PND9 que não houve diferença de emissões de USV’s 

entre os grupos de filhotes machos de mães tratadas com LPS ou SAL (p=0,9675). Da mesma 

o gráfico 24 (B) mostra que não houve diferença entre os filhotes fêmeas filhotes de mães 

tratadas com LPS ou SAL (p=0,8522). Da mesma forma, o gráfico 25 (A) mostra que no PND13 

não houve diferença de emissões de USV’s entre os grupos de filhotes machos de mães tratadas 

com LPS ou SAL (p=0,9016). Já o gráfico 25 (B) mostra que em relação aos filhotes fêmeas de 

mães tratadas com LPS houve uma leve tendência a emitirem menos USV’s e comparação com 

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

 

Gráfico 23 – Vocalizações no PND5 (LPS 500 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD16. 

 
 

Fonte: Do autor. 
 Nota: O gráfico 23 mostra o número de vocalizações ultrassônicas (USV’s) emitidas durante 

3 min pelos filhotes A. machos e B. fêmeas filhos de mães tratadas com LPS (500 
µg/kg; i.p.) ou SAL (1 ml/kg, i.p.) avaliado no PND5. Valores expressos em média 

± SEM. 
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Gráfico 24 – Vocalizações no PND9 (LPS 500 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD16. 

 
Fonte: Do autor. 
Nota: O gráfico 24 mostra o número de vocalizações ultrassônicas (USV’s) emitidas durante 

3 min pelos filhotes A. machos e B. fêmeas filhos de mães tratadas com LPS (500 
µg/kg; i.p.) ou SAL (1 ml/kg, i.p.) avaliado no PND9. Valores expressos em média ± 

SEM. 

 

 

Gráfico 25 – Vocalizações no PND13 (LPS 500 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD16. 

 
Fonte: Do autor. 
Nota: O gráfico 25 mostra o número de vocalizações ultrassônicas (USV’s) emitidas durante 

3 min pelos filhotes A. machos e B. fêmeas filhos de mães tratadas com LPS (500 
µg/kg; i.p.) ou SAL (1 ml/kg, i.p.) avaliado no PND13. Valores expressos em média 

± SEM. 

 

No gráfico 26 observa-se o desempenho dos filhotes no teste de homing, no qual é 

avaliado a latência para entrada na porção com maravalha do ninho dos filhotes machos e 

fêmeas de mães que receberam LPS ou SAL no GD16 (N=9 e N=14, respectivamente). 

No gráfico 26 (A) observa-se que os filhotes machos de ratas tratadas com LPS tenderam 

a demorar mais tempo para chegar a porção com maravalha do ninho materno em comparação 

com os filhotes de mães tratadas com SAL (p=0,0655). E como mostrado no gráfico 26 (B) não 
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houve diferença no tempo de latência entre os filhotes fêmeas de mães tratadas com LPS em 

relação ao grupo de filhotes de mães SAL (p=0,3710). 

 

Gráfico 26 – Latência no teste de homing (LPS 500 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no 

GD16. 

 
Fonte: Do autor. 
Nota: Mostra o tempo de latência em segundos para entrada na porção com maravalha do 

ninho dos filhotes (A) machos e (B) fêmeas no PND13 filhos de mães tratadas com 

LPS (500 µg/kg; i.p.) ou SAL (1 ml/kg, i.p.) no GD16. Valores expressos em média ± 

SEM. 

 

O número de mergulhos com a cabeça nos buracos no teste hole-board realizado no 

PND26 dos filhotes machos e fêmeas de mães que receberam LPS (500 µg/kg; i.p. N=9) ou 

SAL (1 ml/kg, i.p. n=14) no GD16 é mostrado na figura 38. 

O gráfico 27 (A) mostra que os animais machos filhotes de mães tratadas com LPS 

tenderam a mergulhar mais a cabeça nos buracos em relação aos animais filhotes de mães que 

receberam SAL (p=0,1211), no entanto como mostrado no gráfico 27 (B) em relação aos 

filhotes fêmeas não houve diferença no número de mergulhos entre os grupos de filhotes de 

mães LPS ou SAL (p=0,9368). 
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Gráfico 27 – Número de mergulhos no hole-board (LPS 500 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg 

i.p.) no GD16. 

 
Fonte: Do autor. 
Nota: O gráfico 27 mostra o número de mergulhos nos buracos do teste hole-board dos 

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

 

Quanto ao percentual de tempo de permanência nos braços abertos do labirinto em cruz 

elevado no PND28 dos filhotes machos e fêmeas de mães que receberam LPS (500 µg/kg; i.p. 

N=9) ou SAL (1 ml/kg, i.p. n=14), é mostrado na figura 28. 

O gráfico 28 (A) mostra que os filhotes machos de ratas tratadas com LPS tenderam a 

explorar por mais tempo o braço aberto do labirinto em cruz elevado em comparação com os 

filhotes de mães tratadas com SAL (p=0,550). No entanto como mostrada no gráfico 28 (B) não 

houve diferença no tempo no braço aberto do labirinto em cruz elevado filhotes fêmeas de ratas 

tratadas com LPS em comparação com os filhotes de mães SAL (p=0,3983). 
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Gráfico 28 – Tempo gasto no braço aberto do labirinto em cruz elevado (LPS 500 µg/kg; 

i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD16. 

  
Fonte: Do autor. 
Nota: O gráfico 28 mostra o percentual de tempo gasto no braço aberto do labirinto em cruz 

elevado durante 5 min dos filhotes (A) machos e (B) fêmeas filhos de mães tratadas 
com LPS (500 µg/kg; i.p.) ou SAL (1 ml/kg, i.p.) no PND28. Valores expressos em 

média ± SEM. 

 

Quanto aos parâmetros observados no play behavior: número de pouncings, número de 

pinnings, número de partial rotations, tempo gasto perseguindo o oponente e tempo de 

exploração anogenital dos filhotes machos (gráficos 29 A-E) e fêmeas (gráficos 30 A-E) de 

ratas que receberam LPS (500 µg/kg; i.p. N=9) ou SAL (1 ml/kg, i.p. n=14) no GD16. 

O gráfico 29(A) mostra que o padrão de buscar pelas brincadeiras dos filhotes machos 

de mães tratadas com LPS foi alterado tendendo estes animais a buscar menos as brincadeiras 

(pouncings) em comparação aos animais SAL (p=0,0855).  Já em relação aos filhotes fêmeas 

não houve diferença entre os grupos de filhotes de mães com tratadas com LPS ou SAL 

(p=0,9742) como mostrado no gráfico 30 (A).  

O gráfico 29 (B) mostra que os animais machos filhotes de mães tratadas com LPS 

tenderam a aceitar menos as brincadeiras (pinnings) em comparação ao grupo de animais 

filhotes de mães que receberam SAL (p=0,2795). Como visto no gráfico 30 (B) não houve 

diferença nos grupos de animais fêmeas filhotes de mães tratadas com LPS em comparação ao 

grupo de filhotes de mães SAL (p=0,7589). 

O gráfico 29 (C) mostra que os animais machos de filhotes de ratas tratadas com LPS 

de praticaram menos o partial rotation em comparação com os animais filhotes de ratas SAL 

(**p=0,0090). O gráfico 30 (C) mostra que não houve diferença quanto ao número de partial 

rotation praticado pelos filhotes fêmeas de ratas que receberam LPS ou SAL (p=0,4419). 
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O gráfico 29 (D) mostra que os animais machos filhotes de mães tratadas com LPS 

perseguiram menos o oponente em comparação aos animais filhotes de ratas tratadas com SAL 

(**p=0,0063). Já entre os filhotes fêmeas não houve diferença entre os grupos filhotes de ratas 

que receberam LPS ou SAL (p=0,4780) como mostrado no gráfico 30 (D). 

O gráfico (E) mostra que não houve diferença entre grupos de animais machos filhotes 

de ratas tratadas com LPS ou SAL na motivação para em explorar a região anogenital do 

oponente (p=0,7512). Em contrapartida o gráfico (E) mostra que houve tendência dos filhotes 

fêmeas filhotes de ratas tratadas com LPS em explorar mais a região anogenital do oponente 

em comparação com os filhotes de mães SAL (p=0,0621). 
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Gráfico 29 – Parâmetros avaliados no teste de play behavior nos filhotes machos (LPS 500 

µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD16. 

 
Fonte: Do autor. 
Nota: O gráfico 29 mostra os parâmetros avaliados no teste de play behavior nos filhotes 

machos de mães tratadas com LPS (500 µg/kg; i.p.) ou SAL (1 ml/kg, i.p.) no PND33. 

N=9 e N=14: (A) Nº de poucings; (B) Nº de pinnings; (C) Nº de partial rotations; (D) 

tempo de perseguição; tempo de exploração anogenital. Valores expressos em média 
± SEM.*p<0,05**p<0,01. 
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Gráfico 30 – Parâmetros avaliados no teste de play behavior nos filhotes fêmeas (LPS 500 

µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD16. 

  
Fonte: Do autor. 
Nota: O gráfico 30 mostra os parâmetros avaliados no teste de play behavior nos filhotes 

fêmeas de mães tratadas com LPS (500 µg/kg; i.p.) ou SAL (1 ml/kg, i.p.) no PND33. 

N=9 e N=14: (A) Nº de poucings; (B) Nº de pinnings; (C) Nº de partial rotations; (D) 

tempo de perseguição; tempo de exploração anogenital. Valores expressos em média 
± SEM. 
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Resultado quanto a distância percorrida pelos filhotes machos e fêmeas de mães que 

receberam LPS (500 µg/kg; i.p. N=9) ou SAL (1 ml/kg, i.p. n=14) ou SAL no GD16 (N=9 ou 

N=14).  

O gráfico 31 (A) mostra que não houve diferença quanto a diferença percorrida pelos 

filhotes machos de mães tratadas com LPS ou SAL (p=0,7116). Da mesma forma o gráfico 31 

(B) mostra que não houve diferença entre os grupos de filhotes fêmeas de mães tratadas com 

LPS ou SAL (p=0,5128.) 

 

Gráfico 31 – Distância percorrida no campo aberto (LPS 500 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, 

i.p.) no GD16. 

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

filhotes (A) machos e (B) fêmeas filhos de mães tratadas com LPS (500 µg/kg; i.p.) 
ou SAL (1 ml/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 fêmeas de mães que receberam 500 µg de LPS (500 µg/kg; i.p. N=9) ou SAL (1 

ml/kg, i.p. n=14) no GD16. 

O gráfico 32 (A) mostra que não houve diferença quanto ao ganho de peso dos filhotes 

machos de ratas tratadas com LPS ou SAL (p=0,9335). Já o gráfico 32 (B) mostra que filhotes 

fêmeas de ratas tratadas com LPS tiveram uma uma leve diminuição no ganho de peso corporal 

em comparação aos animais filhotes de mães SAL (p=0,2120). 
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Gráfico 32 – Avaliação de crescimento (LPS 500 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD16. 

 
Fonte: Do autor. 
Nota: Mostra a avaliação de crescimento nos PND5, 9, 13, 21, 26, 28, 33 e 34 dos animais machos 

(A) e fêmeas (B) dos animais filhos de mães tratadas com LPS (500 µg/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 áreas: Cing +3,24mm 

anterior ao Bregma, Prl 3,24mm anterior ao Bregma, Pir +3,24mm anterior ao Bregma, AIV 

+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 µg/kg; i.p. N=6) ou (SAL 1ml/kg =6) no GD16. Todas as áreas 

foram identificadas e delimitadas de acordo com o atlas (PAXINOS, WATSON 1997). 

Observamos na prancha 1 que houve uma menor tendência dos filhotes de mães que 

receberam LPS para imunoativação para c-fos no Cing (p=0,2449) em comparação aos filhotes 

de mães que receberam SAL. 

Como mostrado na prancha 2 não houve diferença quanto imunoativação para c-fos na 

região Prl dos filhotes de mães LPS ou SAL (p=0,9429). 

A prancha 3 mostra que filhotes de mães que receberam LPS tiveram uma expressão 

para c-fos um pouco menor na região Pir em comparação aos filhotes SAL (p=0,5353). 

A prancha 4 mostra que não houve diferença na imunoreatividade para c-fos na região 

AIV entre os filhotes LPS ou SAL(p=0,8460). No entanto os animais LPS tiveram menor 

tendência para imunoativação de c-fos em comparação com os filhotes SAL na região AID 

(p=0,0919) conforme mostrado na prancha 5. 

As pranchas 6 e 7 mostram tendência de menor imunoativação para c-fos das regiões 

AcbC (p=0,2909) e AcbSh (p=0,2443) respectimante nos animais filhotes de mães LPS em 

comparação aos SAL. 
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A prancha 8 mostra que não houve diferença quanto a expressão de c-fos na HB 

(p=5988) entre os grupos de animais LPS ou SAL. 

As pranchas 9 e 10 mostram que houve uma tendência maior  para expressão de c-fos 

nas regiões BLA (p=0,3713) e BMA (p=0,0615) respectivamente nos animais LPS em 

comparação aos animais SAL.  

O gráfico 33 mostra a correlação entre as áreas imunoativadas para c-fos em comparação 

ao número de pouncings + pinnings observados no play behavior nos filhotes de mães tratadas 

com SAL 1ml/kg; i.p. ou LPS 500 µg/kg; i.p. Percebemos que houve uma correlação 

inversamente proporcional dos números de poucings + pinnings nas áreas 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 

expressão do comportamento menor a imunoativação de c-fos. Houve também uma tendência 

de correlação inversamente proporcional do AcbC (p=0,058), enquanto mesmo não foi 

observado nas áreas Prl (p=0,36), AID (p=0,22), AcbSh (p=0,21) e BMA (p=0,10). 

O gráfico 32 mostra a matriz referente a correlação direta entre as áreas imunativadas 

para c-fos, onde o gradiente de cores representa a variação do coeficiênte de correlação de 

Spearman (de +1 a -1), onde uma correlação positiva é identificada na cor azul e correlação 

negativa na cor vermelha. Observa-se correlação direta positiva entre a áreas avaliadas. Já o 

gráfico 35 mostra a matriz referente aos valores de p para as correlações entre as áreas 

imunoativadas. Sendo a cor da matriz vermelha quando p<0,05. 
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Prancha 1 – Fotomicrografia e gráfico do cortex cingulado (LPS 500 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 

ml/kg, i.p.) no GD16. 

 

 
Fonte: Do autor. 
Nota: A prancha 1 mostra fotomicrografias representativas do córtex cingulado (Cing) no 

(aumento de 4x) e gráfico mostrando o número de neurônios imunorreativos a c-fos 

90 min após o teste de play behavior. Filhotes machos de mães que receberam SAL 

1ml/kg; i.p. ou LPS na dose de 500 µg/kg; i.p. no GD16. 
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Prancha 2 – Fotomicrografia e gráfico do cortex pré-limbico (LPS 500 µg/kg; i.p.) ou (SAL 

1 ml/kg, i.p.) no GD16. 

 

                                          
Fonte: Do autor. 
Nota: A prancha 2 mostras fotomicrografias representativas do córtex pré-límbico (Prl) no 

(aumento de 4x) e gráfico mostrando o número de neurônios imunorreativos a c-fos 90 

min após o teste de play behavior. Filhotes machos de mães que receberam SAL 1ml/kg; 

i.p. ou LPS na dose de 500 µg/kg; i.p. no GD16. 
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Prancha 3 – Fotomicrografia e gráfico do cortex piriforme (LPS 500 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 

ml/kg, i.p.) no GD16. 

 

 
Fonte: Do autor. 
Nota: Mostra fotomicrografias representativas do córtex piriforme (Pir) no (aumento de 4x) e 

gráfico mostrando o número de neurônios imunorreativos a c-fos 90 min após o teste de 

play behavior. Filhotes machos de mães que receberam SAL 1ml/kg; i.p. ou LPS na 

dose de 500 µg/kg; i.p. no GD16. 
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Prancha 4 – Fotomicrografia e gráfico da área insular agranular ventral (LPS 500 µg/kg; i.p.) 

ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD16. 

 

 
Fonte: Do autor. 
Nota: A prancha 4 mostras fotomicrografias representativas da área insular agranular ventral 

(AVI) no (aumento de 4x) e gráfico mostrando o número de neurônios imunorreativos 

a c-fos 90 min após o teste de play behavior. Filhotes machos de mães que receberam 

SAL 1ml/kg; i.p. ou LPS na dose de 500 µg/kg; i.p. no GD16.  
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 

 
 

 

 
 

 

N
ú

m
e

ro
 d

e
 n

e
u

rô
n

io
s

im
u

n
o

re
a

ti
v

o
s

 a
 c

-f
o

s

C O N T R O L E L P S      

0

2 0

4 0

6 0

8 0

1 0 0



70 
 

Prancha 5 – Fotomicrografia e gráfico da área insular agranular dorsal (LPS 500 µg/kg; i.p.) 

ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD16. 

 

 
Fonte: Do autor. 
Nota: A prancha 5 mostras fotomicrografias representativas da área insular agranular dorsal 

(AVD) no (aumento de 4x) e gráfico mostrando o número de neurônios imunorreativos 

a c-fos 90 min após o teste de play behavior. Filhotes machos de mães que receberam 

SAL 1ml/kg; i.p. ou LPS na dose de 500 µg/kg; i.p. no GD16. 
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Prancha 6 – Fotomicrografia e gráfico área accubens core (LPS 500 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 

ml/kg, i.p.) no GD16. 

 

 
Fonte: Do autor. 
Nota: A prancha 6 mostras fotomicrografias representativas da área accubens core (AcbC) no 

(aumento de 4x) e gráfico mostrando o número de neurônios imunorreativos a c-fos 90 

min após o teste de play behavior. Filhotes machos de mães que receberam SAL 1ml/kg; 

i.p. ou LPS na dose de 500 µg/kg; i.p. no GD16.  
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Prancha 7 – Fotomicrografia e gráfico da área accubens shell (LPS 500 µg/kg; i.p.) ou (SAL 

1 ml/kg, i.p.) no GD16. 

 

 
Fonte: Do autor. 
Nota: A prancha 7 mostras fotomicrografias representativas da área accubens shell (AcbSh) 

no (aumento de 4x) e gráfico mostrando o número de neurônios imunorreativos a c-fos 

90 min após o teste de play behavior. Filhotes machos de mães que receberam SAL 

1ml/kg; i.p. ou LPS na dose de 500 µg/kg; i.p. no GD16. 
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Prancha 8 – Fotomicrografia e gráfico das habênulas (LPS 500 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1 ml/kg, 

i.p.) no GD16. 

 

 
 

Fonte: Do autor. 
Nota: A prancha 8 mostras fotomicrografias representativas da área das habênulas (HB) no 

(aumento de 10x) e gráfico mostrando o número de neurônios imunorreativos a c-fos 
90 min após o teste de play behavior. Filhotes machos de mães que receberam SAL 

1ml/kg; i.p. ou LPS na dose de 500 µg/kg; i.p. no GD16.  
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Prancha 9 – Fotomicrografia e gráfico da área amígdala baso lateral (LPS 500 µg/kg; i.p.) ou 

(SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD16. 

 

 
Fonte: Do autor. 
Nota: A prancha 9 mostra fotomicrografias representativas da área amígdala baso lateral 

(BLA) no (aumento de 4x) e gráfico mostrando o número de neurônios imunorreativos 

a c-fos 90 min após o teste de play behavior. Filhotes machos de mães que receberam 

SAL 1ml/kg; i.p. ou LPS na dose de 500 µg/kg; i.p. no GD16. 
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Prancha 10 – Fotomicrografia e gráfico da área amígdala baso medial (LPS 500 µg/kg; i.p.) 

ou (SAL 1 ml/kg, i.p.) no GD16. 

 

 
Fonte: Do autor. 
Nota: A prancha 10 mostras fotomicrografias representativas da área amígdala baso medial 

(BMA) no (aumento de 4x) e gráfico mostrando o número de neurônios imunorreativos 

a c-fos 90 min após o teste de play behavior. Filhotes machos de mães que receberam 

SAL 1ml/kg; i.p. ou LPS na dose de 500 µg/kg; i.p. no GD16. 
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Gráfico 33 – Correlação entre as áreas cerebrais e o comportamento de play behavior nos 

filhotes machos (LPS 500 µg/kg; i.p.) ou (SAL 1ml/kg; i.p.) no GD16. 

 

 
Fonte: Do autor. 
Nota: O gráfico 33 mostra a correlação entre as áreas cerebrais em comparação ao número de 

poucings + pinnings no comportamento de play behavior nos filhotes machos de mães 

que receberam SAL 1ml/kg; i.p. ou LPS na dose de 500 µg/kg; i.p. no GD16. *P<0,05; 
**p<0,01. 
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Gráfico 34 – Correlação de Spearman referente a correlação direta entre as áreas imunativadas 

para c-fos 

  
Fonte: Do autor. 
Nota: O gráfico 34 mostra a matriz referente a correlação direta entre as áreas imunativadas para 

c-fos, onde o gradiente de cores representa a variação do coeficiênte de correlação de 

Spearman (de +1 a -1), onde uma correlação positiva é identificada na cor azul e correlação 
negativa na cor vermelha. 
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Gráfico 35 – Correlação de Spearman referente aos valores de (p). 

  
Fonte: Do autor. 
Nota: O gráfico 35 mostra a matriz referente aos valores de (p) para as correlações entre as áreas 

imunoativadas para c-fos. O gradiente de cores representa a variação do valor de p, sendo 

a cor vermelha quando p<0,05 e azul para p>0,05. 
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6 DISCUSSÃO 

 

Os dados aqui apresentados mostraram que as mães que receberam LPS na dose de 500 

µg/kg no GD16 apresentaram sickness behavior assim como diminuição no número de filhotes 

nascidos e no peso da ninhada ao nascimento, bem como aumento nos parâmetros de cuidados 

maternos. 

Sickness behavior é um conjunto de sintomas que incluem entre eles: febre segundo 

Kluger (1986), diminuição da atividade exploratória, interação social, atividade sexual, 

anorexia, anedonia, ativação do eixo HHA e sistema imune (DANTZER, 2004; PECCHI et al., 

2009; YIRMIYA et al., 1994). O sickness behavior causa ativação imunomaterna, e esta 

ativação durante a gravidez é responsável pelo aumento nos níveis de citocínas circulantes, 

dentre elas IL-1, IL6 e TNF-α (ORNOY et al., 2015). Estas citocínas parecem estar envolvidas 

em possíveis alterações no desenvolvimento cerebral fetal ( PATTERSON, 2009; SMITH et 

al., 2007).  

No presente estudo notamos que a aplicação de LPS na dose de 100 µg/kg no GD9.5 

não resultou em sickness, conforme observado por Kirsten; Taricano; Maiorka, et al., (2010), 

todavia na dose de 500 µg/kg no GD16 notamos que os animais apresentaram sickness, 

evidenciado pela diminuição da distância percorrida e tempo de imobilidade no campo aberto, 

assim como diminuição da ingestão alimentar mensurada durante 24h. 

A mensuração do sickness é importante por conta da ativação imunomaterna de acordo 

com Bernardi et al., (2010); Patterson, (2009); Patterson (2011); Urakubo et al., (2001), uma 

vez que altera as concentrações de citocínas não somente na mãe, 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 citocínas circulantes no feto pode resultar em comportamentos 

anormais e disfunções cerebrais na prole segundo Depino (2015) e desenvolvimento de TEA 

(FOLEY; OSSENKOPP, et al., 2014; KIRSTEN; TARICANO; FLORIO, et al., 2010; 

PATTERSON, 2011). 

A ativação imunomaterna também causou diminuição no número de filhotes nascidos e 

no peso da prole, evidenciando assim prejuízos no crescimento fetal na dose de 500 µg/kg no 

GD16, porém o mesmo não foi encontrado na dose de 100 µg/kg no GD9.5.  

Esta diferença entre nossos achados e de outros laboratórios evidenciam que talvez a 

diferença de reprodutibilidade seja por conta da cepa de LPS. Uma vez que várias 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 mães de mamíferos, garantido a sobrevivência, desenvolvimento e bem-

estar de sua prole ( BRIDGES, 2015; VILELA; GIUSTI-PAIVA, 2011). Há evidencias que 

ambientes adversos no início da vida podem ter uma profunda influência sobre respostas ao 

estresse através da programação 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 parâmetros de 

comportamento materno e diminuição dos parâmetros não maternos nas mães que receberam 

LPS na dose de 500 µg/kg no GD16. Filhotes de mães expostas a desafio imunológico tendem 

a recolher os filhotes mais rapidamente (KIRSTEN et al., 2011). Estes dados sugerem que mães 

que passaram por desafio imunológico tendem a cuidar melhor de suas crias.  

As USV’s têm sido sistematicamente utilizadas como meio de investigação em modelos 

de autismo em ratos, e esta parece ser uma forma confiável para a detecção de deficiências de 

comunicação em roedores (KAS et al., 2014).  

No presente estudo percebemos que não houve diferença quantos aos animais filhotes 

de mães que receberam LPS na dose de 100 µg/kg no GD9.5 de vocalizarem menos ou mais 

nos PND5, 9 e 13. Já com relação aos filhotes machos de mães tratadas com LPS na dose de 

500 µg/kg no GD16, notamos uma tendência de vocalizarem mais no PND5 em comparação 

com os filhotes de mães SAL, porém não observamos diferença nos filhotes fêmeas, e da mesma 

forma tanto em filhotes machos ou fêmeas 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 µg/kg no GD9.5 conforme Kirsten et al., (2012) ou VPA (SERVADIO et al., 2016). 

O prejuízo na comunicação dos filhotes com a mãe parece ser um sintoma típico 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 não sejam a própria mãe, e tendem a reduzir a taxa de vocalizações na presença de 

um potencial predador (SPENCE et al., 2016). 

Percebemos que houve um aumento nos parâmetros maternos das mães que receberam 

LPS, da mesma forma os filhotes destas mães receberam maior cuidado, sendo assim é natural 

que estes filhotes vocalizem mais chamando pela mãe. No entanto parece que estes animais 

quando isolados não tendem a temer a presença predadores, não avaliando um potencial risco 

e vocalizando de forma constante.  

Com relação ao teste de homing, este visa a exploração e a motivação do filhote por 

alcançar seu ninho e manter contato com a ninhada e sua mãe (MIKULECKA et al., 2014). 
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Notamos no presente estudo que os machos filhotes de mães tratadas com LPS na dose de 100 

µg/kg no GD9.5 levaram o mesmo tempo para chegar na porção com maravalha do ninho. Em 

contrapartida os filhotes fêmeas gastaram mais tempo *p<0,05. Já com relação aos filhotes de 

mães que receberam LPS na dose de 500 µg/kg no GD16, os machos mostraram tendência a 

levar mais tempo para atingir a maravalha do ninho materno) o que não foi observado nos 

filhotes fêmeas. A separação materna tem consequências adversas para filhote de ratos, assim 

é de suma importância que os filhotes reconheçam e sigam as pistas olfativas deixadas pela mãe 

ou reconheçam o cheiro do ninho materno (FOLEY, MACFABE, et al., 2014). 

Os dados do teste de homing na dose de 500 µg/kg no GD16 corroboram com o modelo 

de autismo induzido por VPA com que encontraram maior tempo de latência para a entrada na 

porção com maravalha materna (SERVADIO et al., 2016). A exposição ao LPS parece diminuir 

a capacidade dos filhotes de reconhecer o odor do ninho, em outras palavras o LPS parece 

causar prejuízo a função olfativa dos filhotes (KIRSTEN et al., 2011). Da mesma forma este 

pesquisadores somente utilizaram animais machos, sendo difícil fazer um parâmetro entre 

machos e fêmeas, pois sabemos que a ocorrência de TEA é de 4:1 entre machos e fêmeas. 

Comportamentos repetitivos e estereotipados tem sido associado a comportamento 

típico 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 motivação 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 número de mergulhos nos buracos do hole-board somente 

nos filhotes machos de mães que receberam LPS na dose de 500 µg/kg no GD16.  Assim como 

encontrado em modelo com VPA (SERVADIO et al., 2015). Porém outros pesquisadores 

utilizando também modelo de VPA encontraram dados contrários como diminuição no número 

de mergulhos como mostrado por Kumar et al., (2015); Kumar e Sharma, (2016a; b), no entanto 

estes associaram o teste somente a atividade exploratória. Estes dados demonstram que animais 

filhos de mães LPS na dose 500 µg/kg no GD16 tiveram comportamento repetitivos e 

estereotipados assim como resistência a mudanças 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 relação ao explorar um novo ambiente ou esconder-se 

(PELLOW et al., 1985). 
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Dados aqui apresentados com relação aos animais machos filhotes de mães que 

receberam LPS na dose de 500 µg/kg no GD16 mostra que estes animais claramente exploram 

mais os braços abertos do labirinto em cruz elevado que animais fêmeas ou que receberam dose 

de 100 µg/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 µg/kg no GD9.5 como Kirsten, Taricano, Maiorka, et al., (2010), ou até mesmo 

camundongos como Depino (2015) e acreditarem que estes animais são mais ansiosos sendo 

este um sintoma de TEA. Os dados aqui obtidos mostram claramente que estes animais não são 

mais ansiosos e sim parecem ter uma deficiência de avaliação de risco ao se expor por mais 

tempo ao braço aberto do labirinto em cruz elevado.  

No teste de campo aberto não observamos diferença quanto a distância percorrida pelos 

filhotes machos ou fêmeas de mães que receberam LPS nas doses de 500 µg/kg ou 100 µg/kg 

nos GD9.5 ou 16 respectivamente em relação aos filhotes de mães que receberam SAL 1ml/kg. 

Estes dados mostram o LPS não alterou a motivação por explorar o campo. Assim como 

encontrado por outros pesquisadores (FOLEY, OSSENKOPP, et al., 2014). 

O play behavior é um teste de interação social na infância, onde é observado a motivação 

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 solicitação ficando em posição supina “pinning”, outros parâmetros 

também são avaliados como “partial rotation” que seria um pinning incompleto, “boxing” 

quando os dois animais ficam sobre as patas traseiras simulando luta, tempo de perseguição, 

tempo de evasão e tempo de exploração social, dentre tantos outros parâmetros  

(VANDERSCHUREN; TREZZA, 2014). Play behavior é de grande aceitação como modelo 

translacional de interação social em modelos de TEA. 

Crianças com TEA apresentam déficits de interação social, incluindo dificuldades em 

iniciar e aceitar brincadeiras. Estas crianças podem envolver-se em brincadeiras, mas de forma 

passiva e muitas vezes estereotipadas. Brincadeiras durante a infância são de extrema 

importância para adquirir habilidades sociais e cognitivas adequadas (VANDERSCHUREN; 

TREZZA, 2014; MELANCIA et al., 2017).  

Desta forma podemos observar que não houve diferença entre os animais machos e 

fêmeas filhotes de mães que receberam LPS na dose de 100 µg/kg ou SAL 1ml/kg no GD9.5. 

Em contrapartida filhotes machos de mães que receberam LPS na dose de 500 µg/kg no GD16 

interagiram menos em comparação com os filhotes SAL. Porém o mesmo não foi observado 

nos filhotes fêmeas de mesmo tratamento. Outros pesquisadores utilizando outros modelos 
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encontraram diminuição na solicitação das brincadeiras como Servadio et al., (2016) e 

diminuição da interação social (MARKRAM et al., 2008; CHOMIAK et al., 2010; TAYLOR 

et al., 2012).  

No que diz respeito ao comportamento social em ratos, evidências mostram que o play 

behavior facilita o desenvolvimento de habilidades sociais, cognitivas, motoras e tem forte 

componente emocional (VANDERSCHUREN et al., 2016). 

Quanto a expressão de c-fos em determinadas áreas do cérebro dos filhotes machos de 

mães que receberam LPS na dose de 500 µg/kg ou SAL 1ml/kg no GD16 após o teste de play 

behavior, percebemos que quanto mais os animais interagiram durante o teste menor foi a 

expressão de c-fos em determinadas áreas Cing (*p=0,056), Pir (**p=0,004), AIV (**p=0,008), 

AcbC (p=0,058), HB (*p=0,032) e BLA (*p=0,04). 

A BLA e áreas frontais incluindo o Cing, aumentaram a expressão de c-fos de animais 

que passaram pelo teste de play behavior, Estudos sobre mecanismos neurais identificaram o 

núcleo accunbens (NAc) como uma região importante através da qual o sistema dopaminérgico 

pode mediar a motivação para o play behavior. As HB parecem mediar aspectos emocionais 

negativos como descritos por Baker et al., (2015), bem como a motivação por iniciar e aceitar 

as brincadeira (VAN KERKHOF et al., 2013; VANDERSCHUREN et al., 2016).  Áreas 

insulares agranulares são responsáveis por respostas emocionais e recebem aferências das áreas 

límbicas e amígdalas (GU et al., 2013).  

Crianças com TEA demostraram relevante redução da atividade no córtex cingulado e 

crescimento excessivo das amígdalas além de anormalidades histológicas causando disfunção 

da ativação (MINSHEW; KELLER, 2010). Exames pós morte de indivíduos autista 

encontraram uma taxa aumentada de neurônios, porém estes em menor tamanho (SOSA-DIAZ 

et al., 2014). 

Estudos demonstraram que codificação de intensidade de odor corre não somente ao 

nível do epitélio olfativo, mas também no córtex piriforme, estes parecem ter axônios 

serotoninérgicos distróficos em indivíduos com TEA, isto explicaria a julgamento alterado 

destes indivíduos quanto a intensidade de odor (WICKER et al., 2016). 

Os dados por nós encontrados no presente trabalho, mostra que houve alterações em 

todos os parâmetros observados no comportamento dos filhotes machos de mães que receberam 

LPS na dose de 500 µg/kg no GD16, o que não foi observado com os filhotes de fêmeas e nos 

filhotes de mães na dose de 100 µg/kg no GD9.5. 

Os dados obtidos nas vocalizações no PND5, é 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 presença de predadores, porém quando na presença da mãe 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 mãe. E da mesma forma estes filhotes demoraram mais tempo para 

chegarem a porção com a maravalha do ninho, demonstrando possível comprometimento do 

córtex piriforme. Da mesma forma indivíduos com TEA tendem a ter alteração no sistema 

olfatório.  

No teste de Hole-board notamos um aumento no número de mergulhos nos buracos da 

tábua de furos, demostrando comportamento estereotipado e repetitivo. Já em relação ao teste 

do labirinto em cruz elevado percebemos que estes filhotes ficaram mais tempo nos braços 

abertos em relação aos controles. Roedores tem aversão por ambientes altos e abertos por conta 

da exposição a predadores, no entanto estes filhotes não avaliaram o risco ao se exporem em 

um ambiente novo e aversivo.  

Com relação ao play behavior este teste é de grande validade pois visa explorar a 

motivação do filhote em interagir com outros roedores na infância. 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 diminuição na 

expressão de c-fos no córtex cingulado, accubens core e shell, insular agranular dorsal e 

habênulas, áreas estas diretamente ligadas a estes comportamentos. A dificuldade de interação 

social na infância e na vida adulta é um sintoma típico de TEA.  

Com relação ao teste de campo aberto não observamos diferenças na mobilidade e na 

distância percorrida por estes animais. Este é um dado importante pois mostra que os filhotes 

realmente não tiveram motivação por interagir com o oponente durante o teste de play behavior.  
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7 CONCLUSÃO 

 

De acordo com os dados obtidos no presente estudo, os filhotes machos de mães tratadas 

com LPS na dose 500 µg/kg no GD16, tiveram comportamentos similares ao observados em 

indivíduos com TEA como: comportamentos repetitivos e estereotipados, diminuição da 

interação social e dificuldade de avaliação de risco, entre outros. Estas alterações 

comportamentais não foram observadas nos filhotes fêmeas na mesma dose e nem nos filhotes 

de dose de 100 µg/kg no GD9.5. Assim, pode-se concluir que a exposição pré-natal ao LPS na 

dose de 500 µg/kg no GD16 pode ser utilizada como modelo translacional para estudo do TEA.  
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ANEXO 

ANEXO A – Parecer da comissão de ética e pesquisa. 
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