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RESUMO

O transtorno do espectro autista (TEA) € um transtorno do neurodesenvolvimento de
etiologia desconhecida que feta 1% da populagdo sendo mais comum em homens.
Caracterizado por, déficit na comunicacgédo, interacao social, avaliacdo de risco, além
de comportamentos repetitivos e estereotipados, e interesse restrito a objetos e
assuntos. No presente estudo investigamos através do modelo animal se infec¢des
pré-natais posam ser a causa dos comportamentos tipo-autistas. O modelo proposto
visou mimetizar infecces em ratas durante a gestacdo através da aplicacdo de
lipopolissacarideo (LPS) intraperitonealmente (i.p.). Concomitantemente ao LPS
foram aplicados anti-inflamatorios ndo esteroidais ou esteroidais i.p. para prevencgao
dos sintomas causados pelo LPS. O presente estudo foi divido em duas partes, onde
primeiramente as ratas foram tratadas com LPS e anti-inflamatério, e 2 e 6h depois
passaram por testes comportamentais, e logo depois foram eutanasiadas para coleta
do plasma materno, o cérebro fetal e liquido amnidtico onde foram quantificadas as
citocinas TNF-a, IL-6 e IL-1B e placenta onde foi quantificada a expressao da enzima
11B-hidroxiesteroide desidrogenase tipo 2 (113-HSD-2). Em um segundo momento,
outro grupo de ratas prenhas foram tratada da mesma maneira que as anteriores e foi
aguardado o nascimento dos filhotes. Estes filhotes foram pesados e suas ninhadas
padronizadas em 4 machos e 4 fémeas. Os filhotes machos passaram por testes
comportamentais durante a fase pré-pubere, pubere e fase adulta. O LPS aplicado
durante a prenhez causou comportamento doentio nas ratas e provocou abortos. Além
disso os filhotes machos apresentaram comportamentos tipo-autistas como, déficits
na comunicacdo e interacdo social, comportamento tipo-ansioso e aumento da
resposta autondmica, evidenciado pela elevagéao da presséao arterial durante teste de
estresse por contencdo. O anti-inflamatério ndo esteroidal preveniu alguns dos
sintomas de comportamento doentio nas ratas mas nao reduziu os abortos, porém
preveniu alguns comportamentos tipo-autistas na prole. JA o anti-inflamatorio
esteroidal preveniu os sintomas de comportamento doentio e os abortos, no entanto

provocou comportamento tipo-autista na prole da mesma forma que o LPS.

Palavras chave: 11B-hidroxiesteroide desidrogenase tipo 2; resposta cardiovascular;

nimesulide; betametasona.



ABSTRACT

Autism spectrum disorder (ASD) is a neurodevelopmental disorder of unknown
etiology that affects 1% of the population and is more common in men. Characterized
by deficits in communication, social interaction, risk assessment, in addition to
repetitive and stereotyped behaviors, and restricted interest in objects and subjects. In
the present study, we investigated through the animal model whether prenatal
infections could be the cause of autistic-like behaviors. The proposed model aimed to
mimic infections in rats during pregnancy through the application of lipopolysaccharide
(LPS) intraperitoneally (i.p.). Concomitantly with LPS, non-steroidal or steroidal anti-
inflammatory drugs were applied i.p. to prevent symptoms caused by LPS. The present
study was divided into two parts, where first the rats were treated with LPS and anti-
inflammatory, and 2 and 6 hours later they underwent behavioral tests, and soon after
they were euthanized for collection of maternal plasma, fetal brain and amniotic fluid
where cytokines TNF-a, IL-6 and IL-13 and placenta where the expression of the
enzyme 11B-hydroxysteroid dehydrogenase type 2 (11B-HSD-2) was quantified. In a
second moment, another group of pregnant rats were treated in the same way as the
previous ones and the birth of the pups was awaited. These pups were weighed and
their litters standardized into 4 males and 4 females. Male pups underwent behavioral
testing during pre-pubertal, puberty and adulthood. LPS applied during pregnancy
caused sickness behavior in the rats and caused abortions. In addition, male pups
showed autistic-like behaviors such as deficits in communication and social interaction,
anxious-like behavior and increased autonomic response, as evidenced by the
elevation of blood pressure during a restraint stress test. The non-steroidal anti-
inflammatory prevented some of the symptoms of unhealthy behavior in the rats but
did not reduce abortions, but it did prevent some autistic-like behavior in the offspring.
The steroidal anti-inflammatory, on the other hand, prevented the symptoms of
sickness behavior and abortions, however it provoked autistic-like behavior in the pups

in the same way as LPS.

Keywords: 11B-hydroxysteroid dehydrogenase type 2; cardiovascular response;

nimesulide; betamethasone
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1 INTRODUCAO

O trastorno do espectro autista (TEA), foi primeiro descrito por Leo Kanner em
1943 em seu artigo “Pertubacdo autistica no afetivo” onde ele descreve o
comportamento de 11 criancas. Kanner percebeu um padrdo de dificuldade inata
destas criancas de manter contato visual e do uso da linguagem, interesse por
atividades restritas e padrdes repetitivos de comportamento, e enfatizou a solidao
autista e manutencdo da mesmice, e desde entdo tém sido objeto de intensa
investigacdo. ( CHOWN; HUGHES, 2016; GENTILE, 2015; HARRIS, 2018).

Hans Asperger em 1944 descreveu as mesmas caracteristicas, no entanto,
com inicio tardio e muitas vezes com tracos e de genialidade e deficiéncias
concomitantes (HUGHES, 2016; WING, 1985). Desta forma, o termo Asperger passou

a ser usado para referenciar o “autismo de alto nivel” (WING, 1985).

Mas o primeiro a usar o termo autista foi Eugen Bleuler um psiquiatra suico em
1910, onde ele o descrevia como sintomas esquizofrénico autista. Para Bleuler o
autismo era caracterizado pela perturbada relacéo do esquizofrénico com sua propria
realidade (BARNET, 2016).

Considerando-se 0 autismo uma incapacidade do individuo de formar uma
relacdo afetiva de contato com pessoas, passou-se a considerar que a causa do
autismo fosse por uma “auséncia parental”, originado de pais opressores e ausentes,
sendo causado principalmente pela falta de afeto materno. Fundamentado nessa
teoria a muito ja refutada, Bruno Bettelheim cunhou o termo “maes geladeira” e
descreveu a rejeicao, a educacéao fria e distante entre mae e filho como a causa do
comportamento autista (LENNY VAN ROSMALEN; 2020).

O autismo foi inserido como diagnéstico somente em 1980 no DSM-3, 37 anos
depois de ser descrito por Kanner, até entdo, havia-se o conhecimento a respeito do
transtorno, mas nao havia uma organizacédo basica dos sintomas dominantes para
diagnéstico (HARRIS, 2018).

Somente a partir do DSM-4 de 1994 o autismo foi considerado um transtorno
do neurodesenvolvimento e a partir do DSM-5 de 2013 entdo chamado de transtorno
do espectro autista “TEA”, englobando a Sindrome de Asperger, Rett e o autismo

propriamente dito em um Unico grupo.
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O TEA é um transtorno heterogéneo com multiplas causas, sintomas variados,
graves disturbios e co-morbidades associadas (AMARAL et al., 2008), como
convulsbes, ansiedade, disturbios do sono, déficits motores, comportamento
agressivo, problemas gastrointestinais e processamento sensorial anormal (KUMAR;
SHARMA, 2016). Varias manifestacbes emocionais estdo associadas ao autismo,
como depressdo, aumento da ansiedade e medo (UMEDA et al., 2010). Estudos
relatam que as anormalidades da percepcédo sensorial sGo muito comuns em
individuos autistas e poderiam contribuir para o complexo comportamento e sintomas
do disturbio ( ANOMAL et al., 2015; LEEKAM et al., 2007).

Criancas com TEA apresentam déficits permanentes na comunicacao verbal e
nao verbal, contato visual, compreensao e uso de gestos, assim como auséncia de
expressOes faciais. Exibem ainda dificuldade de interagdo social, problemas para
estabelecer uma conversa normal, em expressar emocdes ou afeto e dificuldades
para desenvolver, manter e compreender relacionamentos. Estes individuos
apresentam ainda problemas em compartilhar brincadeiras imaginativas, dificuldades
em fazer amigos e resisténcia ou auséncia de interesse por pares. Exibem também
padrdes de comportamentos restritos e repetitivos, uso de objetos, fala estereotipada,
sdo presos a padrbes de rotinas e rituais, tem grandes interesses fixos e anormais por
objetos, apresentam hipo ou hiperreatividade a estimulos sensoriais, bem como
aparente indiferenca a dor/temperatura, reacdo contraria e exacerbada a sons e
texturas, assim como cheirar ou tocar objetos de forma excessiva, fascinagdo visual
por luzes ou movimento e ndo demonstra medo diante do perigo. Podendo apresentar
ou ndo comprometimento intelectual (BERNARDI et al., 2012; DSM-5, 2013).

Os sintomas para diagnéstico do autismo podem ser observados antes dos trés
anos de idade, sendo que alguns dos sintomas séo perceptiveis ainda aos seis meses
de vida (BARON-COHEN et al., 2000). Acometendo na propor¢éo de 4:1 de individuos
do sexo masculino para o feminino, muito embora pessoas do sexo feminino tendam

a apresentar maior deficiéncia intelectual ou atraso na linguagem (DSM-5, 2013).



Figura 1 - Comportamentos tipo autista

i

Evita contato visual Movimentos repetitives e esterectipades  Brinca com objetos
. de forma inusitada

Nao responde quando chamado Sons e palavras fora de contexte  Capacidade
imaginativa reduzida

Rotinas rigidas e rituais Interesses restritos a coisas e assuntos

-

i

Pouca ou nenhuma interagado social Dificuldade de entender certas coisas

Fonte: adaptado de: AUTISMO: UMA REALIDADE por ZIRADO, 2013.
Nota: Comportamentos tipo autista
Arte:  Miguel Mendes, Marco e Fabio Ferreira

39



40

A etiologia do autismo ainda € desconhecida, porém varias linhas de pesquisa
demonstram que fatores genéticos, neurologicos, imunoldgicos, infec¢cdes virais pré-
natais, contaminantes alimentares e ambientais, bem como a neuroinflamacéo,
podem influenciar o desenvolvimento de anormalidades na circuitaria neural que
desencadeia o autismo (ASHWOOD; VAN DE WATER, 2004; KIRSTEN et al., 2012;
KOCOVSKA et al., 2017).

Evidéncias epidemiolégicas sugerem que a infeccdo materna durante a
gravidez possam ser fatores de risco notaveis para desenvolvimento de doencas
mentais, incluindo entre elas a 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 prop6e que o crescimento anormal,
o desarranjo da citoarquitetura e padronizacdo neuronal, juntamente com déficit na
conectividade cortical possam ser as causas dos transtornos autistas (CHEN et al.,
2017; DANTZER; KELLEY, 2008; PARDO; EBERHART, 2007). Além disso, uma
reducdo no numero de células de purkinje no cerebelo parecem estar associado a
alguns sintomas de autismo (COURCHESNE et al., 2007).

Estes desarranjos indicam varios periodos de inicio pré-natal em regido
particulares do cérebro como amigdalas e cortex, que se desenvolvem mais
tardiamente durante a neurogénese. Parece existir uma janela critica de tempo para
a neuromodulacgdao, proliferacdo, migracao, sinaptogénese, gliogénese, mielinizacao e
apoptose de neurdnios, periodos estes que se sobrepbem e comecam na fase
embrionaria indo até a adolcéncia. Além do mais, regifes afetadas pelo autismo
tendem a se desenvolver de forma mais lenta e sd&o mais vulneraveis a
distarbios.(ASHWOOD et al., 2006; BERBEL., et al 2014).

A modelagem animal é utilizada como recurso para melhor entender as causas
e consequéncias do autismo. Estes modelos levam em consideracdo o0s
comprometimentos comportamentais encontrados (BERNARDI et al., 2012). Estes
comprometimentos comportamentais sdo geralmente estudados em roedores
utilizando-se de diversos testes, como labirinto em cruz elevado, campo aberto, caixa
de claro-escuro, gravagdes de vocalizagdes ultrassdnicas dentre tantos outros (BASSI

et al., 2012). O modelo animal possibilita uma oportunidade de desvendar alguns



41

aspectos deste transtorno, algo do qual ndo seria possivel por razbes éticas em
humanos (BERNARDI et al., 2012).

Diversos sdo os modelos para estudos e inducdo do autismo em roedores.
Modelos de supernutricdo da prole atraves da redugao de ninhada, onde os filhotes
recebem maior oferta de alimentos, os filhotes fémeas destas ninhadas foram
acasaladas e a geracdo seguinte exibiu comportamentos tipo-autista como reducéo

do comportamento de brincar entre outros (NOVAIS et al., 2020).

Em outro estudo onde foi ofertada uma dieta hipoproteica durante a gestacéo,
os filhotes nascidos exibiram comportamentos tipo-autista como a reducdo da

interacdo social e comunicacao do filhotes (BATISTA et al., 2018).

Em um modelo de estresse materno onde ratas receberam choque nas patas
durante a gestacéo, os filhotes exibiram comportamentos tipo repetitivos e redugéo da
interacao social (CHAGAS et al., 2021).

Ha modelos farmacoldgicos que utilizam &cido valpréico (AVP), um anti-
convulsivante muito utilizado na medicina, quando usado durante a gravidez parece

aumentar a prevaléncia do TEA em criangas.

Modelos que utilizam AVP em roedores durante a gestacdo demonstraram que
a prole apresentou comportamentos tipo-autista, como reducdo das vocalizagdes,
comportamentos estereotipados e reducdo do comportamento de brincar (DIETERT
et al., 2011; SERVADIO et al., 2016).

Modelos de que mimetizam infec¢des pré-natais sdo bem conhecidos e sao
ferramentas que fornecem uma oportunidade de questionamento se infec¢des durante
a gestacao podem causar alteracdes permanentes ou transitérias no sistema nervoso
central (SNC) (BOKSA, 2010; PATERSON, 2011; YASUMATSU et al., 2020).

Ainda ndo sdo bem compreendidos 0os mecanismos pelos quais as infeccoes
pré-natais aumentam o risco para a doenca (BAHARNOORI et al., 2012). neste
contexto, é importante considerar que eventos imunomediados durante a gestacdo
como infeccdo materna durante a gravidez, uma vez que eles podem induzir
mudancas duraveis na estrutura, funcdo do desenvolvimento cerebral, como do
sistema limbico, que controla o comportamento emocional e modula algumas

respostas autonémicas como a frequéncia cardiaca, pressdo arterial e frequéncia
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respiratoria (ASHWOOD et al., 2006; DANTZER; KELLEY, 2008; KOCOVSKA et al.,
2017).

Diversos modelos de infec¢des sdo utilizados para simular infecgdes virais e
bacterianas, e dentre as principais podemos citar os modelos lipopolisssacarideo
(LPS), virus influenza e &acido poliinosinico-policidilico (Polyl:C) injetadas via
intraperitoneal (IP), intravenosa (1V), subcutanea (SC) ou intranasal (IN) em roedores
(BOKSA, 2010; PATERSON, 2011).

O Polyl:C quando aplicado em ratas durante a gestacao aumentou os niveis de
citocinas no plasma, e causou prejuizos comportamentais nos filhotes no teste de
reconhecimento de objetos e inibi¢cdo pré-pulso (PPI) (BALLEDINE, 2015).

Modelos de infecc@o respitaratéria que utilizaram virus influenza durante a
gestacdo em roedores causaram déficits compormatamentais importante como
reducdo da interacdo social, PPI, causou prejuizos no campo aberto e alteracbes

cerebrais principalmente no hipocampo (PATERSON, 2009).

O modelos com LPS sdo bem aceitos como modelo de infeccdo bacteriana e
ativador da resposta imune inata, provocando comportamento doentio e ativacdo do
eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA) (BOKSA, 2010; QUADRI et al., 2016), além
de provocarem comportamentos tipo-autistas na prole (KIRSTEN et al., 2010; VITOR-
VIEIRA; VILELA; GIUSTI-PAIVA; 2021).

O LPS é um componente da parede celular de bactérias gram-negativas,
largamente utilizado como modelo de infec¢éo bacteriana (BAHARNOORI et al., 2012;
BOKSA, 2010; KIRSTEN et al., 2010; PENTEADO et al., 2014). O LPS logo ap0s ser
injetado é rapidamente reconhecido por macréfagos e outras células do sistema imune
e ligando-se ao receptor tipo Toll-2 e 4 destas células (TLR-2, TLR-4) (BAHARNOORI
et al., 2012), desencadeando assim uma cascata de transduc¢éo de sinal induzindo a
ativacao de fatores de transcricdo como fator kappa B (NFkB) e subsequentemente a
transcricdo de genes que codificam mediadores pré e anti-inflamatorios tais como,
citocinas, quimiocinas e proteinas do sistema do complemento. A sintese e liberacéo
de de citocinas pro-inflamatdrias como interleucinas (IL) 1 e IL-6 , e fator de necrose
tumoral-a (TNF- a) séo indicadores de ativagédo imune. IL-1 e TNF- a sao produzidos
localmente e atuam sobre fibroblastos e endotélio para induzir a sua prépria sintese e

de outras como a de IL-6. A IL-6 sintetizada interage entdo com alvos no cérebro e
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leva sintese de prostaglandinas E2 (PGE) no hipotalamo mediada pela enzima ciclo-
oxigenase-2 (COX-2) produzida no endotélio vascular. As PGE atuam em neur6nios
termossensiveis que regulam a temperatura na area pre-oética do hipotalamo anterior,
mediando o aumento na temperatura corporal central (BOKSA, 2010), ativando o eixo
HHA (QUADRI et al., 2016), e causando os sintomas tipicos de “comportamento
doentio” caracterizado por febre, anorexia, anedonia, hipolocomoc¢éo, reducéo da
exploracéo e interacao social (DANTZER, 2004; OLIVEIRA et al., 2020; PECCHI et
al., 2009; YIRMIYA et al., 1994). As temperaturas mais altas alacangadas durante o
estado de febre estimula a proliferacdo de células do sistema imune enguanto
desfavorece o crescimento de bactérias e virus. Ha ainda uma reducéo nos niveis de
minerais circulantes como Ferro e Zinco diminuindo a disponibilidade deste minerais
vitais no crescimento e multiplicacdo destes organismos (DANTZER, 2004; HART,
1988; DANTZER, 2004; KLUGER, 1986). Especificamente, o pré-inflamatério A IL-6
parece assumir um papel critico na mediacédo dos efeitos da ativacdo imunomaternal
no desenvolvimento do cérebro fetal ( MEYER et al., 2009; SMITH et al., 2007).

Além das respostas inflamatdrias maternas, ocorre alteracdes das citocinas e
outros mediadores na placenta. O LPS aplicado durante a gestacao leva a reducao
da enzima placentaria 11B-hidroxisteroide desidrogenase tipo 2 (113-HSD-2) uma
importante enzima inativadora de glicocorticoies (FU et al., 2019; XU et al., 2013). A
11B-HSD-2 produzida pelos trofoblastos na placenta regula a passagem dos
glicocorticéides através da placenta para o feto através da inativacdo dos mesmos
(FU et al., 2019; XU et al., 2013).

Em estudos realizados com LPS radiomarcados injetados em ratas prenhas, foi
detectado o LPS nos tecidos maternos assim como na placenta, porém néo foi
detectado no cérebro fetal (ASHDOWN et al., 2006). O LPS administrado induziu a
elevacao das concentragdes de TNF-q, IL-1 ou IL-6 na placenta e IL-1 no plasma fetal
( KIRSTEN et al., 2011; URAKUBO et al., 2001) e cérebro fetal (OSKVIG et al., 2012).
Citocinas desempenham um importante papel no desenvolvimento do SNC. A
desregulacdo destes mediadores parece levar possiveis alteragbes no
desenvolvimento do cérebro fetal (BOKSA, 2010).

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

parece envolver o0 estresse oxidativo. Um aumento nos marcadores indicativos de
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estresse oxidativo no cérebro fetal de ratos foi observado algumas horas apés a
exposicdo materna ao LPS, assim como no cérebro dos filhotes em idade pés-natal
(PAINTLIA et al., 2004; PAINTLIA et al., 2008). Fatores ambientais, infeccées preé-
natais e predisposicdo genética parecem desempenhar um papel importante na
desregulacdo da fisiologia das células neuronais gliais no autismo. As muitas
combinacBes resultantes de interagcdo genética-ambiente podem alterar o
desenvolvimento cerebral durante a gravidez até a infancia, podendo explicar a
diversidade de alteragbes comportamentais em pacientes autistas. Fatores
ambientais podem levar a regulacdo anormal de genes, podendo dar origem a
cenarios de estresse oxidativo e insultos neurais. Estudos tem evidenciado que a
regulacao epigenética (metilagdo de DNA, por exemplo) pode silenciar os genes que
codificam enzimas envolvidas na remocéo de radicais livres levando a uma funcao
alterada de células gliais. Tais alteracfes poderiam ocorrer no autismo, porém ainda
sem comprovacao (BARTZOKIS, 2011; DI MARCO et al., 2016; ZEIDAN-CHULIA et
al., 2014).

Estresse materno durante a gestacdo pode levar a alteragbes no
comportamento materno pos-parto, desencadeando um provavel desenvolvimento
anormal na prole. Roedores nascem com cérebro imaturo, desta forma levam um
tempo significativo para seu desenvolvimento, evidenciando que um relacionamento
deficiente entre mae e prole pode causar alteracbes permanentes no filhote
(FLEMING et al., 1999; MEYER et al., 2006).

Mudancas cerebrais de longo prazo na prole e durante a vida pés-natal foram
observados apods ativacdo imunomaterna como, diminuicdo e morte de matéria
branca, hipomielinizacdo, aumento de proteina acida fibrilar glial (GFAP) e diminui¢édo
nos niveis de serotonina foram detectados em diversas regides cerebrais. O GFAP
desempenha um papel importante na ativacao das células de astréglia observadas
em situagdo de lesdo do SNC e neurodegeneracado. Como resultado, o GFAP é aceito
como um marcador com alta especificidade para danos cerebrais (ESNAFOGLU et
al., 2017). Da mesma forma, A molécula adaptadora de ligacdo ao célcio ionizada 1
(IBA1), € uma proteina de ligacdo especifica para micréglia ativada para fagocitose
(OHSAWA et al., 2004).
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Microglias sao células especializadas que residem no SNC, e desempenham
um papel critico quando o sistema imunolégico é ativado. Pesquisas recentes
sugerem que estas células participam na organizacdo sinaptica, controle da
excitabilidade neural, aprendizado e memoria além de protecdo e reparo cerebral
(LEE et al., 2017).

Estudos demonstraram existir alteracfes na neurotransmissao dopaminérgica.
O hipocampo parece ser afetado com o aumento dos receptores AMPAR/NMDA, além
de alteragBes de transmissdo sinpticas e reducdo da neurogénese. Da mesma
maneira testes comportamentais demonstram prejuizo na inibicdo PPI (BOKSA, 2010)
e aumento dos comportamentos tipo repetitivos e/ou estereotipados (SERVADIO et
al., 2015).

O modelo de transtorno do espectro autista por ativagdo imunoldgica pré-natal
€, portanto, altamente adequado para contribuir e para o entendimento de como
infeccdes pré-natais podem afetar o desenvolvimento do cérebro durante a fase pré e
pés-natal. Apesar de décadas de pesquisa, muito pouco se sabe sobre a etiologia
elou fisiopatologia do autismo, este parece ser o resultado de uma complexa

combinacao de fatores ambientais, neuroldgicos, imunol6gicos e genéticos.

Sendo assim, testes comportamentais relacionado com aspectos translacionais
de autismo, bem como drogas que possam prevenir 0 comportamento doentio, e
achados imunoistoquimicos de areas cerebrais que visem identificar marcadores de
ativacdo neuronal ou de neuroinflamacdo podem contribuir com o entendimento da

plasticidade neural na fisiopatologia do autismo sendo de grande interesse da ciéncia.
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Figura 2 - Acdo do LPS na mée e no feto
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Fonte: Giusti-Paiva, 2016

Nota: A figura 1 mostra a acéo do LPS. Apo6s a aplicacao do LPS o mesmo se liga aos receptores TLR-
4 em macréfagos e outras células imunes que desencadeiam uma cascata de transducéo de
citocinas (TNF- a, IL-1, IL6), estas por sua vez induzem a formag¢do de PGE que atuam em
neurdnios termossensiveis no hipotdlamo mediando a alteragdo de temperatura causando febre,
ativacdo do eixo HPA e induzindo comportamento doentio. Da mesma forma pode aumentar a
expressdo destas citocinas na placenta causando aumento do estresse oxidativo bem como
alteracdes no desenvolvimento cerebral fetal. Estas alterac6es podem perdurar pelo periodo pés-
natal com aumento de estresse oxidativo, citocinas, GFPA, alteracdes no hipocampo como
expressdo de receptores AMPA/NMDA, diminuicdo da neurogénese e ainda alteracdes
dopaminérgicas e serotoninérgicas causando déficits comportamentais tardias. Alteracdes no
comportamento maternal durante a infancia pode interferir no desenvolvimento e maturagéo dos
circuitos neurais da prole.
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2 JUSTIFICATIVA

O modelo animal fornece uma adequada abordagem ao questionar se
infeccdes pré-natais realmente podem causar mudancas transitorias ou permanentes
no SNC dos filhotes, e quais mecanismos S40 as causas responsaveis por essas
mudancas. Contribuindo assim para entendimento das correlagbes com o TEA
permitindo desvendar alguns aspectos destas desordens, procedimentos estes que
por razdes éticas seriam impossiveis em seres humanos. O modelo proposto visa
mimetizar infeccdes durante a gestacdo com a administracdo de LPS, injetado
intraperitoneal (i.p.) em ratas prenhas no 16° dia de gestacdo (GD16) e na dose de
500 pug/Kg desencadeando alteracbes comportamentais na prole caracteristicas de
autismo-like, modelo este j4 padronizado por nés em nosso laboratério. Analisando
alteracdes comportamentais e de respostas autondmicas, e quantificando marcadores
cerebrais especificos da prole na infancia, adolescéncia e vida adulta pretende-se
estudar os mecanismos de tais alteragcbes promovendo interversdes tais com anti-

inflamatoérios nao esteroidais ou esteroidais nas maes.
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3 OBJETIVO
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar se um anti-inflamatério ndo esteroidal (Nimesulide) e/ou esteroidal
(Betametasona) previne 0s prejuizos comportamentais causados aos filhotes machos
durante a infancia, adolescéncia e vida adulta causado pelo LPS aplicado na méae no

16° dia de gestacao.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Quantificar as citocinas TNF-a, IL-6 e IL-1B8 no plasma das ratas, liquido
amniético e tecido cerebral fetal 2h apo6s receberem pré-tratamento com
SAL ou nimesulide (NIM) ou betametasona (BET) e tratamento com SAL ou
LPS.

b) Quantificar a expressao da enzima 11f3-hidroxiesteroide desidrogenase tipo-
2 (11B-HSD-2) na placenta de ratas 6h ap0s serem pré-tratadas com SAL ou
BET e SAL ou LPS através da técnica de western blot.

c) Avaliar a resposta autondémica dos filhotes de ratas que receberam
tratamento SAL ou LPS durante a gestacéo através da afericdo da pressao
arterial média e frequéncia cardiaca durante o teste de estresse por

contencao.

d) Avaliar a expresséo de c-fos em &reas especificas do encéfalo apos o teste

de estresse por contencao.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 ANIMAIS

Foram utilizadas ratas Wistar pesando de 200 a 250g, a partir de 8 semanas
de vida, provenientes do Biotério da Universidade Federal de Alfenas-UNIFAL-MG. As
ratas foram alojadas em caixas de polipropileno adequadas a sua manutencéo,
tratadas com racdo comercial e agua “ad libitum”, e mantidas em sala climatizada a
23 + 1 °C em ciclo de 12 horas claro-escuro sendo as luzes acesas as 7h e desligadas
as 19h.

4.2 ACASALAMENTO

Ao final do dia as ratas foram colocadas em gaiolas com ratos machos
sexualmente experientes para o acasalamento na proporcao de trés fémeas para um
macho, e foram deixados juntos por quatro dias. Pela manha dos quatro dias seguintes
foi realizado o lavado vaginal e logo apds analisado sua citologia para verificacdo da
presenca de espermatozoides. O dia em cuja manhé foi constatada a presencga de
espermatozoides no lavado vaginal foi considerado como sendo o dia zero de
gestacado (DGO0). As ratas em que foram observadas a presenca de espermatozoides
foram entdo marcadas e separadas em caixas com outras duas ratas prenhas, onde
foi acompanhado o ganho de peso até o DG16. ApOs esse dia as ratas foram

separadas individualmente em uma caixa até dia do nascimento dos filhotes.

O dia de nascimento dos filhotes foi considerado como dia pds nascimento 0
(DPNO).

4.3 DROGAS UTILIZADAS
4.3.1 Lipopolissacarideo

LPS obtido a partir de Escherichia coli, sorotipo 026:B6, marca Sigma-Aldrich,
foi dissolvido em solucéo salina (NaCl 0,9%) e estocado em aliquotas de 10 mg/ml e
posteriormente diluidos para administragao nas ratas prenhes nas doses de 500 pg/kg
no DG16 sendo aplicado por via intraperitoneal (.i.p.). Esta dose foi escolhida com
base em estudos prévios que demonstraram induzir alteracdes comportamentais,
enddcrinas e aumentar as concentragcfes de citocinas plasmaticas (VITOR-VIEIRA,
VILELA, GIUSTI-PAIVA; 2021). O DG16 foi escolhido pois em ratos este periodo
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compreende 0 2° trimestre de gestacdo em humanos respectivamente (CLANCY et

al., 2007). O grupo controle recebera solucédo salina (1ml/kg, i.p.) (SAL).
4.3.2 Nimesulide

Nimesulide (NIM) Sigma-Aldrich um potente anti-inflamatorio ndo esteroidal,
inibidor de cicloxigenase 2 (COX-2), foi dissolvido em solu¢ao tampéao Tris base pH
9,5 na dose de 5mg/ml kg, sendo utilizado como pré-tratamento ao LPS.

4.3.3 Betametasona

Betametasona (BET) um anti-inflamatério esteroidal, de nome comercial
Celestone®, com composto ativo de Fosfato Dissédico de Betametasona - Mantecorp
Farmasa, 4mg/ml diluido em solucdo salina estéril na dose de 1,33mg/ml, sendo
utilizado como pré-tratamento ao LPS.

4.3.4 Tramadol

Cloridrato de tramadol analgésico opioide de nome comercial Tramal®
apresentado em ampolas de 100mg/ml foi diluido e utilizado na dose del12mg ml/kg

como analgésico para 0s animais que passaram por cirurgia.
4.3.5 Pentabidtico

Antibiético polivalente Pentabiético® da marca Zoetis apresentado aplicado
na dose 20ui ml/Kg pés-cirurgia.

4.3.6 Heparina sodica

Heparina sédica de marca comercial Hemofol® apresentado em 5000ui/ml
utilizado como anticoagulante a 0,1% diluido em solucdo salina para perfusdo e

desobstrucéo de canulas de cateterizagéo femoral.
4.3.7 Tribromoetanol

Tribromoetanol (TBE) foi utilizado na dose de 250mg/Kg para anestesiar 0s

animais antes dos procedimentos invasivos.

4.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
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O presente estudo foi realizado em quatro etapas sendo, a primeira etapa nas
ratas prenhas, a segunda nos filhotes durante a infancia e adolescéncia, a terceira e

a quarta durante a fase adulta.

Primeiramente as ratas prenhas foram pré-tratadas com SAL utilizada como
veiculo (V), ou NIM, ou BET e logo apos foram tratadas com LPS ou SAL no DG16,
foram avaliadas nos testes de campo aberto (CA) 2 e 6h depois do tratamento,
ingestdo alimentar durante 6 horas. Logo apds foram anestesiadas e eutanasiadas
por decapitacdo para coleta de sangue pelo tronco para retirada do plasma, liquido
amnibtico e os cérebro dos fetos, para quantificacdo das citocinas TNF-a, IL-1B e IL-
6 circulantes nestes tecidos, além da placenta para quantificagdo da enzima 11(3-

HSD2 através da técnica de Western blot.

Em um segundo momento as ratas prenhas pré-tratadas com V, ou NIM, ou
BET e tratadas com LPS ou SAL no DG16, foram avaliadas no CA de 2h, ingestéao
alimentar e ganho ou perda de peso durante 24 horas, e foram monitoradas até o

nascimento dos filhotes.

O dia de nascimento dos filhotes foi considerado DPNO. No DPN1 um dia apés
0 hascimento, as ninhadas foram pesadas e contado o numero de filhotes nascidos,

e logo apos foram padronizados em 8 filhotes, sendo 4 machos e 4 fémeas.

De cada ninhada, somente filhotes machos foram utilizados nos testes
comportamentais, sendo: 1 filhote para vocalizacdo ultrassénica (Vus) realizado no
DPN5 e teste de homing no DPN13; 1 filhote para o teste de tabua de buracos (TB)
no DPN26, 1 filhote para teste de labirinto em cruz elevado (LEC) no DPN28 e no CA
no PND34, e 1 filhote para o teste de comportamento social de brincar (CSB) no
PND33. Os filhotes que passarem pelos testes de VUs e homing foram pesados nos
DNP5, 13, 21, 28, e 34, para avaliagcdo do crescimento. Os filhotes fémeas foram
mantidos para composicado de ninhada até o desmame no DPN21 e logo apds foram

eutanasiadas.

Em um terceiro momento os filhotes que ndo passaram pelo teste de CSB
foram avaliados durante a vida adulta. Os animais entre 8 e 10 semanas passaram
pelos testes de: labirinto espacial de Barnes (LEB), CA, reconhecimento de objetos

(RO), interacao social (IS).
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Destes, um animal foi testado no LEB, e outro animal passou pelos testes de
CA durante 20 min, seguido ambientacao para o teste de RO de 2 e 24h, e do teste
de IS. O mesmo animal passou pelo teste de CA, RO de 2 e 24h e pelo teste de IS e

estes testes foram realizados durante cinco dias seguidos.

Em um guarto momento estes animais no PND 90 foram avaliados quanto a

resposta autonémica a um certo agente estressor.

Os animais passaram por cirurgia de cateterizacao pela artéria femoral onde
foi aferida a pressao arterial e a frequéncia cardiaca durante o teste de estresse por

contencédo (EPC).

90 minutos apos o inicio do teste de estresse por contensdo os animais foram
anestesiados com TBE e perfundidos com SAL HEP e PFA para fixagcéo dos tecidos

encefélicos onde foi realizado imunoistoquimica para c-fos.

Um outro grupo de animais passaram pelo teste de medo condicionado ao
contexto e da mesma forma que os animais cateterizados passaram por perfusdo para

fixacdo dos tecidos encefélicos para realizacdo de imunoistoquimica.

Todos os testes comportamentais da prole foram realizados entre 7h e 13h e

de acordo com os protocolos CEUA em anexo.

Figura 3 - Delineamento experimental com as ratas prenhas
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Figura 4 - Delineamento experimental com os filhotes durante pré-puberes e puberes
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Fonte: do autor.

Figura 5 - Delineamento experimental com os filhotes durante a vida adulta
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Fonte: do autor.
4.5 TESTES COMPORTAMENTAIS NAS RATAS PRENHAS

4.5.1 Teste de campo aberto

As ratas prenhas 2h e 6h apés receberem tratamento com LPS ou SAL
juntamente com pré-tratamento de VEIC ou NIM ou BET foram submetidas ao teste

de CA para avaliacdo da atividade locomotora para a caracterizagdao do
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comportamento doentio. As ratas foram colocadas individualmente no centro de uma
arena circular de acrilico com diametro de 60 cm e paredes com 50 cm de altura e
filmadas por 5 min para posterior analise, em seguida o aparato foi limpo com solugéo
de etanol a 5%. A andlise foi realizada de forma automética utilizando o software
Ethovision XT verséo 9.0.

Fotografia 1 - Campo aberto

Fonte: do autor.
4.5.2 Ingestdo alimentar e ganho ou perda de peso

15 min antes do tratamento com LPS ou SAL e pré-tratamento com VEIC ou
NIM ou BET, os animais foram pesados e a racao retirada. Apds a aplicacdo, uma
porcdo de racdo previamente pesada foi disponibilizada aos animais. 6h depois esta
racdo foi novamente pesada para verificacdo da ingestdo alimentar. Da mesma
maneira, no dia seguinte 24h apds os tratamentos, a racdo foi novamente pesada para
a verificacdo da ingestdo alimentar. Da mesma forma, as ratas foram pesadas para
verificagdo se houve ganho ou perda de peso. Este teste foi realizado para avaliagéo
da anorexia e observar a perda de peso provocada pelo LPS (DANTZER, 2004).

4.5.3 Quantificagéo das citocinas e realizacdo do Western blot

As ratas tratadas com LPS ou SAL e pré-tratadas com VEIC ou NIM ou BET
foram anestesiadas com tribromoetanol (TBE), na dose de 250 mg/kg e decapitadas
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para coleta de sangue do tronco, placenta, liquido amniotico e cérebro fetal para

quantificacdo de citocinas (TNF-a, IL-1B e IL-6) 2h pds tratamento.

Logo ap6s o sangue foi submetido a centrifugagdo por um periodo de 15
minutos a 4000 rpm a 4°, afim de obter o plasma para posterior dosagem das citocinas
usando o kit ELISA.

Da mesma forma, logo apds a coleta dos tecidos (placenta, liquido amnidtico
e cérebro fetal) os mesmos foram congelados em nitrogénio liquido para conservacao
das amostras para posterior dosagem das citocinas TNF-a, IL-1 e IL-6 usando o Kit

ELISA, e realizacéo da técnica de Western blot.

Os cérebros fetais foram homogeneizados em solu¢do tampéo de lise com
inibidores de proteases, e centrifugados a 9200 rpm por 15 min. Logo apds o
sobrenadante foi coletado, e suas proteinas foram quantificadas através do teste de

Bradford e as citocinas TNF-q, IL-13 e IL-6 foram entdo dosadas usando o Kit ELISA.
4.5.4 Western blot

Da mesma forma que os cérebros fetais a placenta foi homogeneizada em
tampéao de lise com inibidores de proteases, e centrifugados a 9200 rpm por 15 min.
Logo apos o sobrenadante foi coletado, e suas proteinas foram quantificadas atraves
do teste de Bradford e em seguida, por meio de eletroforese, as proteinas foram
separadas e subsequentemente transferidas para uma membrana. As membranas
foram entdo encubadas nos anticorpos anti-113-HSD2, as membranas foram
digitalizadas através do equipamento de aquisicdo de imagens ChemiDoc XRS + e do
software ImagelLab versédo 6.0.1 (Bio-Rad Laboratories, Inc.). A analise foi realizada
em relacao a proteina B-actina. A técnica de Western blot foi realizada para quantificar

a expressédo da enzima 113-HSD2 na placenta 6h depois de tratamento.
4.5.5 Comportamento materno

No DPN1 as ninhadas pesadas, contadas e padronizadas em 4 filhotes
machos e 4 filhotes fémeas, as ratas e sua prole foram alojadas em caixas de acrilico
transparentes para facilitar a observacdo. Nos DPN2, 3 e 4 foi observado o
Comportamento materno (CM). O CM foi observado nos periodos da manha
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(09h30min as 11h) e a tarde (15h30min as 17h) de 3 em 3 min perfazendo um total

de 30 observacdes por periodo e 60 observacdes por dia.

foram avaliados os parametros de CM: Posicao arqueada (cifose), sobre os
filhotes, lambendo os filhotes, posicéo passiva, limpando-se e construindo o ninho), e
comportamentos ndo maternos (CNM) alimentando-se, explorando fora do ninho e

fora do ninho ndo explorando.

4.6 TESTES COMPORTAMENTAIS NA PROLE DURANTE A INFANCIA E
ADOLESCENCIA

4.6.1 Teste de vocalizagao ultrassonica

O teste de VUs foi realizado nos filhotes no DPN5. Os filhotes que passaram
pelo teste foram isolados da mae e dos irméos por 10 minutos em sala climatizada
com temperatura mantida a 25°C e posteriormente submetidos ao teste durante 3 min.
O teste consiste em colocar o filhote dentro de uma caixa com isolamento acustico,
com um microfone de captacéo ultrassdnica montado de forma suspensa, conectado
a um amplificador (Microphone Amplifier Med Associates inc, modelo ANL-940-1)
onde sdo gravadas as emissdes das vocalizacdes e através do Software LabChart as
gravacdes foram armazenadas em um computador e apresentadas como

espectrogramas, onde foram posteriormente analisadas.

Filhotes de ratos comunicam-se por VUs entre de 20 e 90 kHz. Estas
vocalizagbes mudam a medida que os filhotes desenvolvem em direcdo a
comunicacdo acustica do rato adulto. Estudos de VUs em filhote de rato em uma
variedade de contextos, incluindo o chamado isolamento induzido, contribui para
investigacdo de emoc0des, interacdes sociais no inicio da vida, comportamento de
apego, interacbes materno-infantil, comportamento juvenil, e desenvolvimento. VUs
induzida por isolamento tem sido considerada um marcador de ansiedade com a sua
taxa aumentada e diminuida por agentes ansiogénicos e ansiolitico, respectivamente

(SPENCE et al., 2016). O aparato foi limpo com solucéo de &lcool a 5% entre os testes.
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Fotografia 2 - Estacdo de gravacao de vocalizacoes

Fonte: do autor.

4.6.2 Homing

O teste de homing foi aplicado no DPN13, os filhotes que passaram pelo teste

foram isolados da méae e dos irmaos 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 colocado 3 partes com
maravalha limpa, e 1 parte com maravalha proveniente do ninho materno. O filhote foi
colocado na porgdo com maravalha limpa e virado com a cabeca para a parede

contraria a porgdo com maravalha do ninho, na extremidade oposta da mesma.

O procedimento de resposta homing explora a motivagao do filhote usando o
olfato para atingir o seu ninho e de manter contato com sua mée e irmaos. Ele é
adequado e biologicamente relevante para examinar a aprendizagem espacial em
roedores imaturos, como lembrando a localizagdo do ninho, e tem um alto valor
adaptativo para animal (MIKULECKA et al., 2014).

O teste foi realizado durante 3 min onde foi avaliado a laténcia para o filhote
entrar na por¢cado com maravalha do proveniente do ninho (MELANCIA et al., 2017).
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Fotografia 3 - Caixa montada para o homing

Fonte: do autor.

4.6.3 Tabua de buracos

O aparato consiste de uma caixa de vidro de 40 cm largura x 40 cm
comprimento x 40 cm altura, com uma tabua contendo 16 furos de 2,5 cm de diametro

elevada a 15 cm do fundo da caixa por suportes, e montada sobre um fundo preto.

Um dia antes do teste todos os animais (inclusive os que ndo passaram pelo
teste), foram levados a sala de comportamento para ambientacao e la permaneceram
por 24h, no mesmo dia o filhote que passou pelo teste foi ambientado ao aparato sem
a TB por 10 min. No dia seguinte a ambientacao o filhote ja ambientado passou pelo
teste, o qual foi gravado para posterior analise. O teste foi realizado no PND26 e teve

duracao de 10 min.

Foi avaliada a frequéncia com que os animais mergulham a cabeca até a
altura das orelhas dentro dos buracos. Este teste esta associado a atividade
exploratoria (KUMAR e SHARMA, 2016) e comportamento estereotipado e repetitivo
(SERVADIO et al., 2016). O aparato foi limpo com solucdo de &lcool a 5% entre os

testes.
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Fotografia 4 - Tabua de buracos

Fonte: do autor.

4.6.4 Labirinto em cruz elevado

O LEC consiste em um aparato com dois bracos abertos e dois bragos
fechados, cada bragco medindo 50 cm de comprimento e 10 cm de largura e elevados
a 50 cm do solo. Filhotes no DPN28 foram isolados individualmente por 10 minutos e
logo em seguida foram colocados no aparato com o focinho voltado para um dos
bracos fechados. Foi avaliado o tempo de exploracédo do braco aberto e o0 nimero de
vezes que o0 animal esticou o corpo para entrar no braco aberto. Cada animal foi
filmado por 5 minutos para posterior analise utilizando o software Ethovision XT versao

9.0. O aparato foi limpo com solugéo de alcool a 5% entre os testes.
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Fotografia 5 - Labirinto em cruz elevado

Fonte: do autor.

4.6.5 Campo aberto

Filhotes no DPN34 foram submetidos ao teste de Campo Aberto. O teste foi

realizado como descrito no item 4.5.1.
4.6.6 Comportamento de brincar

O teste de CB foi aplicado no DPN33 e consistiu em colocar dois animais da
mesma idade e mesmo tratamento em uma caixa de vidro de 40 cm largura x 40 cm

comprimento x 40 cm altura forrada com maravalha e verificar a interacéo entre eles.

Da mesma forma que o TB, um dia antes do teste todos os animais (inclusive
0S que ndo passaram pelo teste), foram levados a sala de comportamento para
ambientacdo e |14 permaneceram por 24h, no mesmo dia o filhote que passou pelo
teste foi ambientado ao aparato individualmente por 10 min. No dia do teste, os
animais previamente ambientados foram entdo 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
10 min no dia do teste. O teste foi conforme descrito por (MELANCIA et al., 2017).
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Foram avaliadas as duplas, e 0os seguintes parametros: 1) frequéncia de
solicitacbes para brincar; 2) frequéncia de aceite para brincar; 3) tempo de

perseguicao; 4) tempo de exploracdo ano-genital.

Fotografia 6 - Caixa montada para o teste de comportamento de brincar

Fonte: do autor.

4.7 TESTES COMPORTAMENTAIS NA PROLE DURANTE A VIDA ADULTA
4.7.1 Labirinto espacial de Barnes

O LEB consiste de uma plataforma circular de 120cm de didametro pintada de
preto, com 20 furos de 10cm de diametro ao longo do perimetro e elevado a 100 cm
do solo. Embaixo de um dos buracos é colocado uma caixa chamada de “caixa de
destino”. Sobre o aparato é ligada uma luz de led de 50w sendo esta, muito aversiva
para o animal forcando com este busque entrar na caixa destino para sua segurancga.
O teste € constituido de 1 dia de ambientagédo de 1 min (para que o animal conheca o
aparato) e 10 dias de testes sendo dois ensaios por dia nos dias de treino de
aprendizado (dias 1, 2, 3, 4 e 5) e reversao do aprendizado (7, 8 e 9), e um ensaio no
dia dos testes de aprendizado (dia 6) e reversao do aprendizado (dia 10). Cada ensaio
de treino teve duragdo maxima de 3 min onde foi avaliado a laténcia para entrada no
buraco com a caixa de destino. Nos dias de teste e cada ensaio teve duragdo maxima
de 1 min e 30 seg e foi avaliado a laténcia para exploracdo do buraco alvo, tempo de
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exploracdo do quadrante alvo e numero de erros do animal ao procurar o buraco alvo.
Os animais com 8 semanas de vida foram colocados no centro da arena e filmados
para posterior andlise utilizando o software Ethovision XT versao 9.0. O aparato foi
limpo com solucéo de alcool a 5% entre os testes.

Este teste assim como o labirinto aquatico de Moris visa avaliar a memoria

espacial.

Fotografia 7 - Labirinto de Barnes

Fonte: do autor.
4.7.2 Campo aberto

Os animais com 9 semanas de vida foram submetidos ao teste de CA. O teste
foi realizado conforme descrito no item 4.5.1. Cada animal foi colocado no centro da
arena e filmado por 20 minutos para posterior andlise utilizando o software Ethovision

XT verséo 9.0. O aparato foi limpo com alcool 5% entre os testes.
4.7.3 Reconhecimento de objetos

Com 9 semanas de vida foi realizado o teste de RO, este visa identificar a
memoéria de discriminagdo de objetos pelos animais. O teste foi realizado na mesma
arena de campo aberto. Um dia antes do teste o animal foi ambientado por 10 min ao
aparato com maravalha cobrindo o piso. No primeiro dia de teste foram apresentados

dois objetos iguais ao animal e foi deixado que 0 mesmo explorasse livremente os
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objetos por 10 min. Estes objetos foram denominados objetos conhecidos. 2h depois
o animal foi novamente colocado no aparato, desta vez com um objeto conhecido e
um objeto novo diferente daquele apresentado anteriormente. 24h depois de
apresentado aos objetos conhecidos, o animal foi novamente colocado no aparato
com um objeto conhecido e um objeto diferente do apresentado anteriormente no teste
de 2h. Os testes foram gravados durante 10 min e foi avaliado o tempo de interacéo
do animal com os objetos. Este teste visa avaliar a memoéria de RO de curta (2h) e
longa (24h) duracdo. Apds cada teste os objetos foram limpos com é&lcool 5%.

Fotografia 8 - Aparato montado para o teste de reconhecimento de objeto

Fonte: do autor.

4.7.4 Interacao social

Com 9 semanas de vida 0s animais passaram pelo teste de IS. O teste
consiste em colocar dois animais da mesma idade e mesmo tratamento na mesma
arena onde foi realizado o teste de campo aberto com o piso coberto com maravalha,

e verificar o tempo de interacdo entre eles.

Os animais apos passarem pelo teste de CA de 20 min, ambientacéo, teste
de RO de 2h e 24h, passaram pelo teste de IS. No dia do teste, os animais
previamente ambientados foram isolados por 3,5h. Cada dupla de animal isolado e
com mesmo tratamento foram filmados por 10 min. Foi avaliado o tempo total de

interagc&o entre os animais.
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Fotografia 9 - Campo montado para o teste de interacéo social

Fonte: do autor.

4.7.5 Cirurgia para insergéo de Cateter na femoral

Com 9 semanas de vida os animais foram anestesiados com TBE 250mg/kg
i.p. e um cateter de polietileno (PE-10) de 4 cm de comprimento foi implantado na
artéria femoral para afericdo da presséo arterial e frequéncia cardiaca. O cateter foi

transpassado sob a pele e exteriorizado no dorso dos animais.

A resposta cardiovascular foi avaliada 24h depois da sessédo de
condicionamento. Logo apds a cateterizacdo os animais foram mantidos em caixas
moradias individualizadas e colocados para recuperacao na sala onde foi realizado o
experimento para prévia ambientagdo. Os animais foram testados um por vez e uma

Unica vez.

Os parametros cardiovasculares foram mensurados utilizando-se um transdutor
de sinal acoplado ao cateter arterial que permitiu o processamento pelo computador
(equipamento AdIinstruments®, software LabChart 7 Pro — PowerLab 4/30). Durante
20 minutos foi medida a linha de base e entédo os animais foram colocados no aparato
de estresse por contensao para aferida de 5 em 5 min durante 60 min os parametros

cardiovasculares.

4.7.6 Teste de estresse por contencao
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O teste consiste em colocar o animal em um tubo de contensado onde o animal

nao pode mover-se.

Com 9 semanas de vida 0s animais previamente cateterizados foram colocados
no aparato de contensao por 60 min e verificada a PA através equipamento PowerLab
4/30, AdInstruments®, utilizando o software LabChart 7 Pro. Este teste visa verificar

as respostas autonémica destes animais.

Fotografia 10 - Aparato para contencao

Fonte: do autor.

4.7.7 Perfusdo e imunoistoquimica

90 min apés o inicio do teste de estresse por contencdo os animais foram
anestesiados com TBE, na dose de 250 mg/kg de peso corporal e perfundidos através
de uma puncédo intracardiaca com solu¢cdo SAL HEP seguida de fixador PFA 4%
preparado em solugcdo de tampéo fosfato (PB 0,1M). Os encéfalos foram entéo
removidos e armazenados em fixador PFA 4% durante 4 horas e em seguida
transferidos para uma solugdo de sacarose 30% preparada em PB 0,1M e
armazenados a 4°C. Posteriormente os encéfalos foram seccionados em cortes de
30um de espessura e em duplicatas utilizando-se um Criostato, e coletados em PB
0,01M e logo depois passaram por imunoistoquimica (VILELA; GIUSTI-PAIVA, 2014;
VITOR-VIEIRA; VILELA; GIUSTI-PAIVA, 2021). Os cortes néo utilizados foram
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armazenados em solucéo anticongelante. Nestes cortes de tecidos foram realizadas

marcacGes para c-fos.

Primeiramente, foi realizada a degradacéo da peroxidase endogena (solucéo
de H202 ,1,5%) por 30 minutos, os cortes foram lavados com PB (0,01 M) 5 vezes
por 5 minutos. Logo apds, foi feito o blogueio das ligacdes inespecificas com albumina
de soro bovino 5% em 0,1 M de PB durante uma hora. Apds o bloqueio da ligacdes
inespecificas os cortes foram incubados durante a noite com o anticorpo primario anti-
fos de coelho (Ab-5, Oncogene Science, Manhasset, NY, USA) diluido 1:10.000 em
PB (0,1 M) contendo 2% de normal goat serum e 0.3% Triton X-100 (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO, USA) a 4°. No dia seguinte os cortes foram lavados por 3 vezes
durante 5 min e apds lavagem os cortes foram incubados com segundo anticorpo
biotinilado (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA, diluido 1:200 em 1.5% de
normal goat serum - PB) por 1h e logo depois lavados por 3 vezes durante 5 min e em
seguida incubados com o complexo avidina-biotina-peroxidase (Vector Elite, 1:200 em
PB) por 1 h ambos em temperatura ambiente. Para coloracdo, foi empregado
diaminobenzidina (DAB, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) intensificado com
sulfato de niquel 1,5%. O produto da reacao confere uma coloracédo violeta escuro —

preto ao nucleo.

Por ultimo, os cortes foram montados utilizando Gelatina de Albrecht (0,625%
gelatina). As laminas foram secas a temperatura ambiente, desidratadas com xileno e
cobertas com Entellan. Os neurdnios das areas marcadas foram entdo contados com

auxilio de um microscépio Nikon modelo H55L.
4.7.8 Medo condicionado ao contexto

O teste de medo condicionado ao contexto consiste de 3 etapas sendo: no
primeiro dia habituacdo a caixa de choque por 10min; no segundo dia exposi¢cao ou
nao aos choques (6 choques nas patas com intensidade de 1,5 mA com duracao de
3 segundos cada (RESSTEL et al., 2006b); e terceiro dia reexposi¢cdo a caixa de
choque, onde foi avaliado do tempo de congelamento (o tempo de congelamento é
caracterizado por imobilidade do animal perante ao perigo ou medo, com total
auséncia dos movimentos motores voluntarios menos a respiragéo). O teste foi
realizado em uma camara experimental de choque de 25 x 22 x 22 cm, com paredes

de acrilico transparente para visualizagdo e piso de grade composta por 18 hastes de
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aco inoxidavel (2 mm de diametro), com espacamento de 1,5 cm de distancia e ligados

a um gerador de choque automatica Reflex Conditioner, modelo 8572; Insight, Brasil.

Todos os animais foram testados apenas uma vez no periodo da manha. O
congelamento foi avaliado continuamente durante todo o ensaio de 10. O aparato foi

limpo com solucao de etanol a 5% entre os testes.

4.7.8.1 VocalizagOes ultrassdnicas aversivas

O teste de vocalizacao ultrassénica aversiva foi realizado nos animais no dia
da reexposicdo ao choque. O teste consiste em um microfone de captacdo
ultrassonica montado na caixa de reexposicdo ao choque de forma suspensa,
conectado a um amplificador (Microphone Amplifier Med Associates inc, modelo ANL-
940-1) as gravacOes das vocalizacfes foram feitas através do Software LabChart as
gravacbes foram apresentadas em um computador e armazenadas como

espectrogramas, onde foram posteriormente analisadas.

Trés tipos de classes de vocalizagbes ultrassonicas, sdo emitidas por ratos
jovens e adultos, as vocaliza¢cGes ultrassbnicas de 22kHz, 40kHz e as de 50kHz
(REYES et al.,, 2020). Em resposta a situacbes aversivas, as vocalizacbes
ultrassbnicas de 22kHz sdo emitidas. O estimulo elétrico nas patas é considerado
como aversivo para tal situagcdo. Somente as emissdes nessa frequéncia foram

consideradas no presente trabalho.



Fotografia 11 - Aparato de choque para o teste de medo condicionado ao contexto

Fonte: do autor.
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5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados utilizando o Software GraphPad Prism
versdo 8.0 e expressos com média + erro padrdo da média (EPM).

Todos os dados passaram pelos testes de “Anderson-Darling, D'Agostino & Pearson,
Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov” de Normalidade sendo que os valores maiores
gue 0.05 (p>0.05) foram consideradas dentro da distribuicdo normal.

Para comparacédo entre dois grupos foi utilizado o teste T-Student Sendo os
resultados obtidos com valores inferiores 0.05 (p<0.05) considerados significativos.

Para comparacdo entre dois grupos e dois parametros foi utilizado o teste
“ANOVA de duas vias” seguido pelo “pés-teste de Tukey”, e para comparacao entre
dois grupos e trés parametros foi utilizado o teste “ANOVA de trés vias” seguido pelo
“pbs-teste de Tukey”, sendo os resultados obtidos com valores inferiores 0.05 (p <

0.05) considerados significativos.

Para estimar o tamanho do efeito do tratamento entre dois grupos foi utilizado
o teste “d de Cohen”, sendo os valores obtidos considerados muito pequeno (d < 0.2),
pequeno (0.2 < d < 0.5), moderado (0.5 < d < 0.8), grande (0.8 =< d < 1.2), e muito
grande (1.2 <d < 2.0) para o “d de Cohen”.

Para estimar o tamanho do efeito do tratamento entre mais de dois grupos foi
utilizado o teste de “Omega-quadrado” (w?) sendo os valores obtidos considerados
muito pequeno (w?< 0.01), pequeno (0.01 < w?< 0.06), moderado (0.06 < w?< 0.14)
e grande (w?2< 0.14) para o “Omega-quadrado”.

Para estimar a sobrevida de dois grupos de animais tratados foi utilizado o
teste de “Chi-quadrado” (x2). Sendo os resultados obtidos com valores inferiores 0.05
(p < 0.05) considerados significativos. E para estimar a chance de ocorréncia de um

evento foi calculado Odds Ration (OR).
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6 RESULTADOS

6.1 RESULTADOS DAS RATAS QUE RECEBERAM TRATAMENTO COM LPS OU
SAL NO DG16.

6.1.1 Resultados quanto ao desenvolvimento do comportamento doentio.

Conforme mostrado no grafico 1, o LPS induziu o comportamento doentio nas

ratas quando aplicado na dose de 500 pg/kg no DG16.

Observamos que estas ratas percorreram uma menor distancia em centimetros
(cm) no campo aberto durante 5 min 2h p<0.0001; d=1.62 (n=15-34), e 6h p<0.001;
d=2.27 (n=9-8) depois de receberem tratamento com LPS, ainda ingeriram menor
guantidade de alimento durante 6h p<0.01; d=1.88 (n=8-9) e 24h p<0.0001; d=1.99
(n=15-29), além de perderem peso durante 24h p<0.0001; d=1.93 (n=15-29) em

comparacéo ao grupo das ratas controle.
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Grafico 1 - Resultado quanto ao desenvolvimento do comportamento doentio das ratas

qgue receberam tratamento com LPS ou SAL no DG16.
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Fonte: do autor.

Nota: Resultados quanto ao desenvolvimento do comportamento doentio das ratas que receberam
tratamento com LPS ou SAL no DG16. A) distancia percorrida (cm) no teste de campo aberto
2h 5 min (n=15-34), B) ingestéo alimentar durante 24h (g) (n=15-29), C) perda ou ganho de peso
durante 24h (g) (n=15-29), D) distancia percorrida (cm) no teste de campo aberto 6h (n=9-8) e
F) ingestéo alimentar durante 6h (g) (n=8-9). Dados expressos em média + EPM. Os simbolos
representam significancia, **p<0.01, ***p<0.001****p<0.0001. Quando comparados ao grupo
controle. Valor de d referente ao teste d de Cohen sendo os valores obtidos considerados muito
pequeno (d < 0.2), pequeno (0.2 < d < 0.5), moderado (0.5 <d <0.8), grande (0.8 <d <1.2), e
muito grande (1.2 <d < 2.0).
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Tabela 1 - Analise através do teste t de student das médias dos valores e do tamanho

do efeito através do teste d de Cohen quanto ao comportamento doentio

das ratas que receberam tratamento com LPS ou SAL no DG16.

SAL LPS teste t d de Cohen
Média EPM Média EPM Valor de p d Numero
CA 2h 1521 93,33 890,4 70,96  *F* <0.0001 1.62 n=15-34
IA 2h 26,92 2,025 9,978 1,678  *** <0.0001 1.99 n=15-29
P/G () 11,43 1,766 -6,276 2,066  *Fx <0.0001 1.93 n=15-29
CA 6h 1592 103,4 715,2 158,9 ok 0.0003 2.27 n=9-8
IA 6h 2,365  0,6183 0,03556 0,02082 ** 0.0011 1.88 n=8-9

Fonte: do autor.

Nota: (CA 2h) distancia percorrida (cm) no teste de campo aberto de 2h durante 5 min (1A 24h), ingestédo
alimentar durante 24h (g), (P/G 24h) perda ou ganho de peso durante 24h (g), (CA 6h) distancia
percorrida (cm) no teste de campo aberto 6h, (IA 6h) ingestao alimentar durante 6h (g) das ratas
que recebera tratamento com LPS no DG16. Valor de p referente ao teste t, e valor de d referente
ao teste d de Cohen sendo os valores obtidos considerados muito pequeno (d < 0.2), pequeno
(0.2 =d < 0.5), moderado (0.5 <d < 0.8), grande (0.8 =d < 1.2), e muito grande (1.2 <d < 2.0).

6.1.2 Resultados quanto as concentracdes de citocinas no plasma materno, liquido

amniotico e cérebro fetal.

Podemos observar no grafico 2 que o LPS elevou as concentracdes das

citocinas plasmaticas TNF-a p<0.01; d=2.03 (n=7-8), IL-6 p<0.05, d=1.41 (n=7-7) e IL-

18 p<0.01; d=1.52 (n=8-8) das ratas prenhas 2h apés receberem tratamento com LPS.

Porém, ndo houve detecc¢éo destas citocinas no liqguido amniético (n=7-7) dos grupos

e ndo houve diferenca na concentracdo destas citocinas no cérebro fetal 2h apos

tratamento entre os grupos (n=7-7).
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Grafico 2 - Resultados quanto as concentracdes de citocinas plasmaticas das ratas

prenhas e do cérebro fetal 2h apos receberem tratamento com LPS ou

SAL no DG16.
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Fonte: do autor.

Nota: Resultados quanto as concentra¢des de citocinas plasmaticas: A) TNF-a (pg/ml) (n=7-8), B) IL-6
(pg/ml) (n=7-7) e C) IL-1B (pg/ml) (n=8-8), 2h apobs as ratas receberam tratamento com LPS ou
SAL no DG16, e do cérebro fetal D) TNF- a (pg/mg de proteina) (n=7-7), E) IL-6 (pg/mg de
proteina) (n=7-7) e F) IL-1B (pg/mg de proteina) (n=7-7) coletados no DG16 2h pés-tratamento
com LPS ou SAL. Dados expressos em média £+ EPM. Os simbolos representam significancia
*p<0.05, **p<0.01. Quando comparados ao grupo controle. Valor de d referente ao teste d de
Cohen sendo os valores obtidos considerados muito pequeno (d < 0.2), pequeno (0.2 <d < 0.5),
moderado (0.5 <d < 0.8), grande (0.8 < d < 1.2), e muito grande (1.2 <d < 2.0).
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Tabela 2 - Analise através do teste t-student das médias dos valores e do tamanho do

efeito através do teste d de Cohen quanto aos niveis de citocinas
plasmaticas das ratas prenhas e do cérebro fetal 2h apds receberem
tratamento com LPS ou SAL no DG16.

SAL LPS teste t d de Cohen
Plasma  Média EPM Média EPM Valor de P d Numero
TNF-a 261,8 64,33 1476 293 *x 0.0022 2.03 n=7-8
IL-6 421,5 150,5 1234 269 * 0.0217 141 n=7-7
IL-18 118,3 64,99 572,2 134,3 *x 0.0088 1.52 n=8-8
SAL LPS teste t d de Cohen
Cérebro  Média EPM Média EPM Valor de P d Numero
TNF-a 0,2161 0,03564 0,1569 0,01892 NS 0.1683 0.78 n=7-7
IL-6 0,4808 0,1385 0,3519 0,08038 NS 0.4365 0.44 n=7-7
IL-18 0,4375 0,1619 0,3721 0,1157 NS 0.7482 0.16 n=7-7

Fonte: do autor.

Nota: Concentracdes de citocinas plasmaticas A) TNF-a (pg/ml), B) IL-6 (pg/ml) e C) IL-1B (pg/ml), 2h
apos as ratas receberam tratamento com LPS ou SAL no DG16, e concentragdo de citocinas no
cérebro fetal D) TNF- a (pg/mg de proteina), E) IL-6 (pg/mg de proteina) e F) IL-1B (pg/mg de
proteina) coletados no DG16 2h pos-tratamento com LPS ou SAL. Valor de p referente ao teste
t, e valor de d referente ao teste d de Cohen sendo os valores obtidos considerados muito
pequeno (d < 0.2), pequeno (0.2 = d < 0.5), moderado (0.5 <d <0.8), grande (0.8 <d<1.2), e
muito grande (1.2<d < 2.0).

6.1.3 Resultado quanto a expressao enzima 11-3 hidroxiesteroide desidrogenase tipo

2 (11B-HSD-2) na placenta de ratas 6h apos receberem tratamento com LPS
ou SAL.

Podemos observar no gréfico 3 que o LPS tendeu a reduzir a expresséo da
enzima 11B-HSD-2 p=0,0619; d=1.46 (n=5-4) na placenta das ratas 6h apds o

tratamento em comparag&o ao grupo controle.
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Grafico 3 - Expressao da enzima 11B-HSD-2 na placenta 6h apds o tratamento com
LPS ou SAL.
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Fonte: do autor.

Nota: Resultado quanto a expressao da enzima 113-HSD-2 na placenta 6h apds as ratas receberam
tratamento com LPS ou SAL no DG16. Dados expressos em média + EPM onde p=0.0619.
Quando comparados ao grupo controle. Valor de d referente ao teste d de Cohen sendo os
valores obtidos considerados muito pequeno (d < 0.2), pequeno (0.2 <d < 0.5), moderado (0.5 <
d <0.8), grande (0.8 =d < 1.2), e muito grande (1.2 <d < 2.0).

Tabela 3 - Analise através do teste t de student das médias dos valores e do tamanho
do efeito através do teste d de Cohen quanto a quantificacdo da enzima
11B-HSD-2 na placenta 6h apds o tratamento com LPS ou SAL.

SAL LPS teste t d de Cohen
Média EPM Média EPM Valor de p d Numero
11B-HSD-2 100 21,36 64,21 27,2 NS 0.0619 1.46 n=5-4

Fonte: do autor.

Nota: Expressdo da enzima 11B-HSD-2 na placenta 6h apdés as ratas receberam tratamento com LPS
ou SAL no DG16. Valor de p referente ao teste t, e valor de d referente ao teste d de Cohen
sendo os valores obtidos considerados muito pequeno (d < 0.2), pequeno (0.2 < d < 0.5),
moderado (0.5 <d < 0.8), grande (0.8 =d < 1.2), e muito grande (1.2 < d < 2.0).

6.1.4 Resultado quanto as ratas que receberam tratamento com LPS ou SAL e

abortaram ou nao.

Conforme demonstrado no grafico 4, dentro dos grupos tratados foi observado
gue as ratas que receberam LPS no DG16 sofreram mais abortos do que as ratas que

receberam SAL.



76

Dentre as ratas prenhas foi maior o numero de abortos do grupo que recebeu
LPS no DG16 17/33=51,52% n=33 quando comparado ao grupo controle 1/15=5,56%
n=16 onde p<0.01. Sendo esta, a relacéo das ratas que sofreram abortos ou ndo. Da
mesma forma, observamos que as ratas que receberam LPS tiveram 15,94 vezes
mais chances de abortarem do que as ratas controle, evidenciado pelo ODDS RATIO
(OR=15,94).

Gréfico 4 - Resultado a razdo quanto ao numero de aborto ou ndo abortos causados

pelo LPS em comparacao ao grupo SAL.
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Fonte: do autor.

Nota: Resultado quanto a razdo do numero de abortos ou ndo abortos causados pelo tratamento
com LPS ou SAL. Dados expressos em valores absolutos de contingéncia. Os simbolos
representam significancia **p<0.01 e ODDS RATION (OR) é a chance de um evento
ocorrer.
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Tabela 4 - Analise dos dados de Qui-quadrado das ratas que abortaram ou nao.

SAL LPS
N&o abortos 15 16
Abortos 1 17
Qui-quadrado Valor de p Odds Ratio 95% IC
x?=9500,1 z=3.082 *x 0.0021 OD=15,94 2,217t0 176,8

Fonte: do autor.
Nota: Valores de Qui-quadrado (X2), valores de p mostrando a significancia, valores de odds ratio (OR)
gue é a chance de um evento ocorrer e intervalo de confianga (IC).

6.1.5 Resultado somente das ratas que receberam tratamento com LPS e abortaram

ou nao.

Como apresentado no grafico 5, dentro do grupo das ratas que receberam
tratamento com LPS durante a gestacao e desenvolveram comportamento doentio, foi

observado que houveram mais abortos pds-tratamento.

Observamos que do total de ratas tratadas com LPS durante a gestacao (n=33)
que 51.52% (n=17) abortaram e 48.48% (n=16) levaram a prenhez a termo. As ratas
gue abortaram percorreram uma menor distancia no teste de campo aberto durante 5
min 2h depois de receberam tratamento com LPS p<0.05, d=0.70 (n=17-18), ingeriram
menor quantidade de alimento durante 24h p<0.001; d=1,56 (n=17-18) e perderam
mais peso em 24h p<0.01; d=1,15 (n=17-18) em comparacao as ratas que receberam

tratamento com LPS e nao abortaram.
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Grafico 5 - Resultados quanto aos abortos causados pelo LPS.
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Fonte: do autor.

Nota: Resultado quanto aos abortos causados pelo tratamento com LPS. A) Distancia percorrida (cm)
pelas ratas que sofreram ou nao aborto no campo aberto 2h apés receberem LPS, B) ingestdo
alimentar (g) das ratas que sofreram ou néo aborto, 24h ap6s receberem LPS, C) perda de peso
(g) das ratas que sofreram ou nao aborto, 24h ap6s receberem LPS e D) percentual de abortos
das ratas que receberam LPS (n=33 animais). Dados expressos em média + EPM. Os simbolos
representam significancia *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. Quando comparadas ao grupo que nao
sofreram abortos. Valor de d referente ao teste d de Cohen sendo os valores obtidos
considerados muito pequeno (d < 0.2), pequeno (0.2 <d < 0.5), moderado (0.5 <d < 0.8), grande
(0.8 =d < 1.2), e muito grande (1.2 <d < 2.0).
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Tabela 5 - Analise através do teste t de student das médias dos valores e do tamanho
do efeito através do teste d de Cohen quanto ao comportamento doentio

das ratas que receberam tratamento com LPS no DG16 e abortaram ou

nao.
Abortos Paridas teste t d de Cohen

Média EPM Média EPM Valor de P d NUamero
CA 2h 749,5 90,7 1025 96,5 * 0.0454 0.70 n=17-18
IA 24h 3,434 0,5972 14,02 2,319 = 0.0001 1.56 n=17-18
P/G (g9) -12,59 2,081 -1,688 2,58 *x 0.0024 1.15 n=17-18
Ratas que abortaram % 51.52
Ratas que pariram % 48.48

Fonte: do autor.

Nota: (CA 2h) distancia percorrida (cm) no teste de campo aberto 2h durante 5 min (1A 24h), ingestédo
alimentar durante 24h (g), (P/G) perda ou ganho de peso durante 24h (g), e % de ratas que
abortaram ou ndo. . Valor de p referente ao teste t, e valor de d referente ao teste d de Cohen
sendo os valores obtidos considerados muito pequeno (d < 0.2), pequeno (0.2 < d < 0.5),
moderado (0.5 < d < 0.8), grande (0.8 < d < 1.2), e muito grande (1.2 < d < 2.0).

6.1.6 Resultados quanto ao nascimento da prole das ratas que receberam LPS ou
SAL.

Como apresentado no grafico 6 observamos que o comportamento doentio
causado pelo LPS aplicado no DG16 néo reduziu o numero de filhotes nascidos por
ninhada e nao reduziu o peso total da ninhada no DPN1 em comparacao ao grupo
controle. No entanto, observamos que os filhotes de ratas que receberam LPS
nasceram com peso menor quando comparados aos filhotes do grupo controle p<0.05;
d=0.69 (n=13-17).
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Grafico 6 - Resultados quanto as ninhadas das ratas tratadas com LPS ou SAL

durante a prenhez.
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Fonte: do autor.

Nota: Resultados das ninhadas quanto ao: A) nimero de filhotes que nasceram, B) peso total da
ninhada (g) e peso do filhote (g) no DPN1, de filhotes machos e fémeas de ratas que receberam
LPS ou SAL no DG16 (n=13-17). Dados expressos em média + EPM. Quando comparados ao
grupo controle. Valor de d referente ao teste d de Cohen sendo os valores obtidos considerados
muito pequeno (d < 0.2), pequeno (0.2 < d < 0.5), moderado (0.5 < d < 0.8), grande (0.8 =d <
1.2), e muito grande (1.2 <d < 2.0).

Tabela 6 - Analise através do teste t de student das médias dos valores e do tamanho
do efeito através do teste d de Cohen quanto ao nascimento da prole de

ratas que receberam tratamento com LPS ou SAL no DG16.

SAL LPS teste t d de Cohen
Média EPM Média EPM Valor de P d Namero
NFN 8,769 0,8098 7,647 0,8991 NS 0.3769 0.34 n=13-17
PTN 62,65 5,205 52,09 6,669 NS 0.2449 0.45 n=13-17
PEN 7,253 0,1486 6,67 0,2593 * 0.0198 0.69 n=13-17

Fonte: do autor.

Nota: (NFN) nimero de filhotes que nasceram, (PTN) peso total da ninhada (g) no DPN1 e (PFN) peso
do filhote (g) no DPNL1. Valor de p referente ao teste t, e valor de d referente ao teste d de Cohen
sendo os valores obtidos considerados muito pequeno (d < 0.2), pequeno (0.2 < d < 0.5),
moderado (0.5 <d < 0.8), grande (0.8 <d < 1.2), e muito grande (1.2 =d < 2.0).

6.1.7 Resultados quanto aos cuidados maternos pos-nascimento nos DPN2, 3 e 4 da

prole de ratas que receberam tratamento com LPS ou SAL no DG16.

O grafico mostra o percentual de tempo gasto cuidando dos filhotes pelas ratas
que receberam tratamento com LPS ou SAL. Observamos que as ratas que

apresentaram comportamento doentio causado pelo LPS cuidaram melhor da prole



81

de forma geral, evidenciado pelo maior tempo gasto de comportamento materno total
(CMT) p<0.05; d=0.93, pelo parametro materno de “posicdo arqueada (cifose)”
p<0.05; d=0.84 e pelo tempo reduzido de comportamento ndo materno total (CNMT)
p<0.05; d=0.93 e pelos parametros ndo maternos “alimentando-se” p<0.01; d=1.05 e
“fora do ninho ndo explorando” p<0.01; d=1.11 em comparagcdo ao grupo controle
(n=15-12). Houve uma reducédo no parametro materno “sobre os filhotes” p<0.05;
d=0.78 em comparacdo ao controle. Nado houve diferenca entre 0s grupos nos

parametros maternos, “lambendo os filhotes”, “em posicdo passiva alimentando”,
“construindo ninho” e “limpando-se”, e do parametro ndo materno “explorando fora do

ninho”.
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Grafico 7 - Resultados quanto aos cuidados maternos e ndo maternos de ratas que

receberam tratamento com LPS ou SAL no DG16.
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Fonte: do autor.

Nota: Resultados quanto ao % de tempo gasto com cuidados maternos e ndo maternos com a prole
nos PND2, 3 e 4 das ratas que receberam tratamento com LPS ou SAL no DG16. Parametros
maternos: Comportamento materno total (CMT), “lambendo” os filhotes, em “cifose”
amamentado, “sobre os filhotes” ndo amamentando, em posi¢éo “passiva”, “construindo o ninho”
e ‘limpando-se”. Parametros nado-maternos: Comportamento ndo materno total (CNMT),
“alimentando”, “explorando fora do ninho” e fora do ninho “nao explorando” (n=15-12 por grupo).
Dados expressos em média £+ EPM. Os simbolos representam significancia *p<0.05, **p<0.01.
Quando comparados ao grupo controle. Valor de d referente ao teste d de Cohen sendo os
valores obtidos considerados muito pequeno (d < 0.2), pequeno (0.2 £d < 0.5), moderado (0.5 <
d <0.8), grande (0.8 =d < 1.2), e muito grande (1.2 <d < 2.0).
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Tabela 7 - Analise através do teste t de student das médias dos valores e do tamanho
do efeito através do teste d de Cohen quanto aos cuidados maternos pos-

nascimento da prole de ratas que receberam tratamento com LPS ou SAL

no DG16.
SAL LPS teste t d de Cohen

Média EPM Média EPM Valor de p d Numero
CMT 76,81 4,069 87,19 1,794 * 0.0191 0.93 n=12-15
Lamb 6,343 1,022 6,556 0,621 NS 0.8541 0.07 n=12-15
Cif 56,44 4,094 68,11 3,531 * 0.0398 0.84 n=12-15
Sob 5,833 1,262 2,852 0,8112 * 0.0497 0.78 n=12-15
Pass 1,991 0,7567 2,444 0,7586 NS 0.6796 0.16 n=12-15
CN 5,556 0,991 6,444 1,45 NS 0.6352 0.19 n=12-15
Limp 0,6481 0,2032 0,7778 0,2531 NS 0.7036 0.15 n=12-15
CNMT 23,19 4,069 12,81 1,794 * 0.0191 0.93 n=12-15
Alim 12,36 2,13 6,111 0,7763 ** 0.0061 1.05 n=12-15
EFN 2,176 0,6989 0,2963 0,1868 % 0.0084 1,11 n=12-15
FNNE 8,657 2,766 6,407 1,31 NS 0.4400 0.29 n=12-15

Fonte: do autor.

Nota: Parametros maternos: (CMT) Comportamento materno total, (Lamb) “lambendo” os filhotes, (Cif)
em “cifose” amamentado, (Sob) “sobre os filhotes” ndo amamentando, (Pass) em posicédo
“passiva”, (CN) “construindo o ninho” e (Limp) “limpando-se”. Pardmetros ndo-maternos: (CNMT)
comportamento ndo materno total, (Alim) “alimentando”, (EFN) “explorando fora do ninho” e
(FNNE) fora do ninho “ndo explorando”. Valor de p referente ao teste t, e valor de d referente ao
teste d de Cohen sendo os valores obtidos considerados muito pequeno (d < 0.2), pequeno (0.2
<d < 0.5), moderado (0.5 <d < 0.8), grande (0.8 =d < 1.2), e muito grande (1.2 <d < 2.0).

6.2 RESULTADOS QUANTO O COMPORTAMENTO DOS FILHOTES PRE-
PUBERES E PUBERES.

Conforme apresentado no gréafico 8 os filhotes das ratas que apresentaram
comportamento doentio induzido pelo LPS expressaram varios déficits

comportamentais em comparacgao aos filhotes controle.

Podemos observar no grafico 8 que houve uma reducdo nos parametros de
comunicacao dos filhotes das ratas que receberam LPS, evidenciado pela baixa na
emissao de vocaliza¢fes ultrassdnicas p<0.01; d=1,27 (n=14-11) no DPN5, reducédo
na interacdo do filhote com a ninhada, evidenciado pelo aumento na laténcia para

alcancar a por¢cdo com a maravalha proveniente do ninho materno no teste de homing
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p<0.05; d=0.93 (n=14-11) no DPN13, aumento do comportamento repetitivo mostrado
pelo aumento no nimero de mergulhos com a cabeca nos buracos, do teste de tabua
de buracos p<0.001; d=1.27 (n=25-16) no DPN26, dificuldade de avaliacéo de risco
destacado pelo menor ndmero de esticadas apara entrar no brago aberto p<0.01;
d=1.22 e maior tempo de exploracdo dos bracos abertos no teste de labirinto em cruz
elevado p<0.05; d=0.81 (n=15-12) no DPN28, em comparacao ao grupo controle. Nao
houve diferenca na mobilidade entre os grupos conforme mostrado pela distancia
percorrida (cm) no CA durante 5 min no DPN34, e da mesma forma ndo houve
diferenca entre os grupos quanto ao peso dos filhotes machos durante o crescimento

nos DPNL1, 5, 13, 21, 26 e 34, como mostrado na curva de crescimento (n=11-14 por

grupo).
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Grafico 8 - Resultados quanto o comportamento dos filhotes machos pré-puberes de
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Fonte: do autor.

Nota: Resultado quanto ao comportamento dos filhotes machos de ratas que receberam LPS ou SAL
no DG16. A) quanto ao: numero de vocalizagdes ultrassdnicas durante 3 min no DPN5 (n=11-
14), B) laténcia (s) para entrada na por¢cdo com maravalha do ninho no teste de homing no
DPN13 (n=11-14), C) nimero de mergulhos no teste de tdbua de buracos no DPN26 (n=16-24),
D) tempo gasto (s) nos bracos abertos e E) niimero de esticadas no teste de labirinto em cruz
elevado no DPN28 (n=12-15), F) distancia percorrida (cm) no campo aberto durante 5 min no
DPN34 (n=17-24) e G) curva de crescimento (g) dos filhotes pesados nos DPN1, 5, 13, 21, 26 e
34 (n=11-14). Dados expressos em média + EPM. Os simbolos representam significancia
*p<0.05, **p<0.01 quando comparados ao grupo controle. Valor de d referente ao teste d de
Cohen sendo os valores obtidos considerados muito pequeno (d < 0.2), pequeno (0.2 <d < 0.5),
moderado (0.5 £d < 0.8), grande (0.8 <d < 1.2), e muito grande (1.2 <d < 2.0).
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Tabela 8 - Analise através do teste t de student das médias dos valores e do tamanho

do efeito através do teste d de Cohen quanto ao comportamento dos

filhotes na infancia e adolescéncia de ratas que receberam tratamento com
LPS ou SAL no DG16.

SAL LPS teste t d de Cohen

Média EPM Média EPM Valor de p d Numero
Vus 285,8 38,7 125,2 27,21 *x 0.002 1.27 n=11-14
Homing 27 3,778 66,21 15,64 * 0.0402 0.93 n=11-14
TB 12,88 1,405 22,83 1,952 ok 0.0006 1.27 n=16-24
LEC 36,53 5,262 54,95 6,682 * 0.0476 0.81 n=12-15
Est LEC 10,92 0,6088 7,93 0,7136 *x 0.0049 1.22 n=12-15
CA 1621 101,1 1617 131,9 NS 0.9845 0.00 n=17-24

Fonte: do autor.
Nota: (Vus) Vocaliza¢des ultrassdnicas durante 3 min no DPN5, homing no DPN13 (TB) tdbua de
buracos no DPN26, (LEC) tempo de exploracao do braco aberto e Est LEC nimero de esticadas
labirinto em cruz elevado no DPN28, (CA) distancia percorrida (cm) no campo aberto no DPN34.
”. Valor de p referente ao teste t, e valor de d referente ao teste d de Cohen sendo os valores
obtidos considerados muito pequeno (d < 0.2), pequeno (0.2 <d < 0.5), moderado (0.5 <d <0.8),
grande (0.8 £d < 1.2), e muito grande (1.2 <d < 2.0).
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Tabela 9 - Analise através do teste t de student das médias dos valores e do tamanho

do efeito através do teste d de Cohen quanto ao crescimento dos filhotes

na infancia e adolescéncia, de ratas que receberam tratamento com LPS

ou SAL no DG16.

Curva de crescimento

SAL LPS teste t d de Cohen
DPN Média EPM Média EPM Valor de p d NUumero
1 7,18 0,15 6,79 0,16 NS 0.4447 0.70 n=11-14
5 13,13 0,3 12,78 0,34 NS 0.9725 0.30 n=11-14
13 28,13 0,66 26,28 0,71 NS 0.3581 0.75 n=11-14
21 49,59 0,97 47,5 1,05 NS 0.6446 0.58 n=11-14
26 75,18 1,41 71,53 1,32 NS 0.3637 0.76 n=11-14
34 125,45 1,77 122,64 2,24 NS 0.9141 0.39 n=11-14

Fonte: do autor.

Nota: Curva de crescimento dos filhotes machos avaliadas nos DPN1, 5, 13, 21, 26 e 34 Valor de p
referente ao teste t, e valor de d referente ao teste d de Cohen sendo os valores obtidos
considerados muito pequeno (d < 0.2), pequeno (0.2 £ d < 0.5), moderado (0.5 <d < 0.8), grande

(0.8 =d <1.2), e muito grande (1.2 <d < 2.0).

Tabela 10 - Andlise através da ANOVA de duas vias e do tamanho do efeito através

do teste 6mega-quadrado quanto ao crescimento dos filhotes na infancia

e adolescéncia, de ratas que receberam tratamento com LPS ou SAL no

DG16.

Curva de crescimento

ANOVA de duas vias

Omega-quadrado

Variacéo F (DEn, DFd) Valor de p w? NUumero
Interag&o F (5, 115) = 1,092 NS 0.3687 0,00001  n=11-14
Tempo F (1,769, 40,69) = 4973 Fokkk <0.0001 0,97 n=11-14
Tratamento F (1, 23) =2,499 NS 0.1276 0,0004 n=11-14

Fonte: do autor.

Nota: Curva de crescimento dos filhotes. Valor de p referente a ANOVA de duas vias, e valor de w?
referente ao teste Omega-quadrado sendo os valores obtidos considerados muito pequeno (w?
< 0.01), pequeno (0.01 < w?< 0.06), moderado (0.06 < w?< 0.14) e grande (w?< 0.14) para o

“Omega-quadrado.

Conforme demonstrado no grafico 9 os filhotes de ratas que receberam

tratamento com LPS durante a gestagao tiveram menor interesse em interagir com

outros filhotes de mesmo tratamento durante o teste de comportamento de brincar.
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Esta falta de interesse ficou evidenciada pela redugéo no comportamento de “solicitar”
as brincadeiras p<0.01; d=1.07, “perseguir’ p<0.001; d=1.75 e “explorar’ o oponente
p<0.01; d=1.31, quando comparado ao grupo controle. Nao houve diferenca entre os

“aceites” das brincadeiras durante o teste entre os grupos (n=10-16).

Grafico 9 - Resultados quanto ao comportamento de brincar dos filhotes machos de

ratas que receberam tratamento com LPS ou SAL no DG16.
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Fonte: do autor.

Nota: Parametros observados durante o teste de comportamento de brincar no DPN33 dos filhotes
machos de ratas que receberam tratamento com LPS ou SAL no DG16. (n=10-16) quanto ao: A)
namero de vezes que o filhote “solicitou as brincadeiras”, B) nimero de vezes que o filhote
“aceitou as brincadeiras”, C) tempo (s) que o filhote “perseguiu” o oponente e D) tempo (s) que
o filhote “explorou” o oponente. Dados expressos em média + EPM. Os simbolos representam
significAncia *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. Quando comparados ao grupo controle. Valor de d
referente ao teste d de Cohen sendo os valores obtidos considerados muito pequeno (d < 0.2),
pequeno (0.2 < d < 0.5), moderado (0.5 < d < 0.8), grande (0.8 < d < 1.2), e muito grande (1.2 <
d<2.0).
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Tabela 11 - Andlise através do teste t de student das médias dos valores e do tamanho
do efeito através do teste d de Cohen quanto aos parametros no
comportamento de brincar dos filhotes durante a adolescéncia, de ratas
gue receberam tratamento com LPS ou SAL no DG

SAL LPS teste t d de Cohen
Média EPM Média EPM Valor de p d NUumero
Solic 18,6 4,458 6,688 1,632 * 0.0072 1.07 n=10-16
AS 3,2 1,365 1,25 0,5284 NS 0.1349 0.57 n=10-16
Pers 22,11 3,008 9,434 1,355 ok 0.0002 1.75 n=10-16
Expl 27,37 4,367 12,62 2,366 *x 0.0035 131 n=10-16

Fonte: do autor.

Nota: (Solic) numero de vezes que o filhote “solicitou as brincadeiras”, (AS) nimero de vezes que o
filhote “aceitou as solicitagbes de brincadeiras”, (Pers) tempo (s) que o filhote “perseguiu” o
oponente e (Expl) tempo (s) que o filhote “explorou” o oponente. Valor de p referente ao teste t,
e valor de d referente ao teste d de Cohen sendo os valores obtidos considerados muito pequeno
(d < 0.2), pequeno (0.2 < d < 0.5), moderado (0.5 < d < 0.8), grande (0.8 < d < 1.2), e muito
grande (1.2 £d < 2.0).

6.3 RESULTADOS QUANTO O COMPORTAMENTO DOS FILHOTES DURANTE A

VIDA ADULTA, DE RATAS QUE RECEBERAM TRATAMENTO COM LPS OU

SAL NO DG16.
6.3.1 Resultados quanto a memodria espacial verificada pelo teste de Barnes.
6.3.1.1 Resultado quanto a aquisicao e reversao do aprendizado durante os treinos.

O grafico 10 mostra a evolucao da aquisicdo de meméria nos 5 primeiros dias
treinos (dias 1 — 5), e nos 3 dias posteriores do teste de aquisicdo da memaria (dias 7
—9) areversao da memoria de aprendizado. A evolucao do aprendizado é evidenciada

pela reducéo da laténcia para entrada no buraco onde esta a caixa destino.

Podemos observar que o LPS aplicado nas mées durante a gestacao nao foi
capaz de alterar o comportamento do filhote quanto ao aprendizado espacial,
demonstrando que, ambos os grupos aprenderam de forma semelhante onde estava
a caixa destino, ndo havendo assim diferenca significativa entre os grupos durante a

aquisicdo da memoria e da reversdo da memoria (n=9-8).
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Grafico 10 - Resultados quanto a aprendizado durante os treinos no teste de Barnes

de filhotes de ratas que receberam tratamento com LPS ou SAL no DG16.
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Fonte: do autor.

Nota: Curva de aprendizado para entrada no buraco com a caixa destino dos filhotes machos durante
a vida adulta, filhotes de ratas que receberam LPS ou SAL no DG16 (n=6-7). O grafico mostra a
laténcia para entrada no buraco com a caixa destino durante os dias de treino de aprendizado
(dias 1, 2, 3, 4 e 5) e reverséao do aprendizado (dias 7, 8 e 9). Dados expressos em média £ EPM.
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Tabela 12 - Analise através do teste t de student das médias dos valores e do tamanho

do efeito através do teste d de Cohen quanto ao resultado de aquisi¢éo e

reversao do aprendizado durante os treinos.

ANOVA de duas

SAL LPS vias d de Cohen
Dias Média EPM Média EPM Valor de p d Numero
1 86,61 11,29 63,21 11,12 NS 0.1753 0.74 n=9-8
2 42,61 8,7 36 11,76 NS 0.9819 0.23 n=9-8
3 31 8,93 21,14 29 NS 0.905 0.50 n=9-8
4 19,66 31 19,35 2,62 NS >0.9999 0.04 n=9-8
5 12,33 2,36 24,28 3,57 NS 0.8108 1.43 n=9-8
7 50,88 8,59 47,78 7,92 NS 0.9913 0.13 n=9-8
8 23,83 3,85 32 13,05 NS 0.9189 0.32 n=9-8
9 12,88 2,43 12,78 14 NS >0.9999 0.02 n=9-8

Fonte: do autor.

Nota: Dados da curva de aprendizado dos filhotes machos avaliadas nos 1, 2, 3, 4 e 5 e regressao do
aprendizado nos dias 7, 8 e 9 durante o teste de labirinto de Barnes. Valor de p referente ao teste
t, e valor de d referente ao teste d de Cohen sendo os valores obtidos considerados muito
pequeno (d < 0.2), pequeno (0.2 = d < 0.5), moderado (0.5 <d <0.8), grande (0.8 <d < 1.2), e

muito grande (1.2 <d < 2.0).
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Tabela 13 - Analise através do ANOVA de duas vias e do tamanho do efeito através

do teste 6mega-quadrado quanto ao resultado de aquisi¢cao e reversao do

aprendizado durante os treinos.

Treinos de Barnes
Dias 1-5

ANOVA de duas vias Omega-quadrado

Variacao F (DFn, DFd) Valor de p w? Ndmero
Interagao F (4, 70) = 1,375 NS 0.2514 0.009 n=9-8
Tempo F (4, 70) = 18,08 ok <0.0001 0.43 n=9-8
Tratamento F (1, 70) = 1,304 NS 0.2573 0.001 n=9-8
Dias 7-9

Variacéo F (DEn, DFd) Valor de p w? Ndmero
Interagao F (2, 42) = 0,3376 NS 0.7154 0.01 n=9-8
Tempo F(2,42)=13,33 ok <0.0001 34 n=9-8
Tratamento F (1, 42) = 0,08127 NS 0.777 0.01 n=9-8

Fonte: do autor.

Nota: Dados da curva de aprendizado dos filhotes machos avaliadas nos 1, 2, 3, 4 e 5 e regressao do
aprendizado nos dias 7, 8 e 9 durante o teste de labirinto de Barnes. Valor de p referente a
ANOVA de duas vias, e valor de w?referente ao teste Omega-quadrado sendo os valores obtidos
considerados muito pequeno (w? < 0.01), pequeno (0.01 < w? < 0.06), moderado (0.06 < w?<
0.14) e grande (w?< 0.14) para o “Omega-quadrado.

6.3.1.2 Resultados quanto ao aprendizado da localizacdo da caixa destino.

O gréfico 11 apresenta os parametros observados no 6° dia durante o teste de

aprendizado quanto a localizac&o da caixa.

Observamos que nao houve prejuizo quanto a memoria espacial de
aprendizado dos filhotes de ratas que receberam LPS, a distancia percorrida no
aparato, laténcia para chegada ao buraco alvo, o tempo de exploracédo do quadrante
onde esta localizado o buraco alvo, a frequéncia de exploracdo dos buracos deste
gquadrante, o tempo de exploracéo do buraco alvo, a frequéncia de exploracéo deste
buraco e o nimero de vezes que exploram os buracos errados no dia do teste foi
similar para ambos os grupos durante o 1 min e 30 seg de teste, LPS e controle (n=9-
8).
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Grafico 11 - Resultados dos parametros avaliados no teste de aprendizado no dia 6
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Fonte: do autor.

Nota:

Parametros avaliados no dia do teste de aprendizado (dia 6) no teste de Barnes dos filhotes
machos durante a vida adulta filhotes de ratas que receberam LPS ou SAL no DG16 (n=6-7)
quanto a: A) distancia percorrida (cm), B) laténcia para exploracdo do buraco alvo, C) exploragéo
(s) no quadrante alvo, D) frequéncia de exploracdo dos buracos no quadrante alvo, E) exploragédo
(s) do buraco alvo, F) frequéncia de exploracdo do buraco alvo, e G) niUmero de vezes que
frequentou o os buracos errados. Dados expressos em média + EPM. Valor de d referente ao
teste d de Cohen sendo os valores obtidos considerados muito pequeno (d < 0.2), pequeno (0.2
<d < 0.5), moderado (0.5 <d < 0.8), grande (0.8 =d < 1.2), e muito grande (1.2 <d < 2.0).
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Tabela 14 - Analise através do teste t de student das médias dos valores e do tamanho
do efeito através do teste d de Cohen quanto aos resultados do

aprendizado da localizacao da caixa destino.

SAL LPS teste t d de Cohen

Média EPM Média EPM Valor de P d Numero
Dist 789,4 18,18 785,7 70,11 NS 0.9568 0.24 n=9-8
Lat 4,286 1,522 55 2,21 NS 0.652 0.51 n=9-8
CQA 22,91 2,066 21,37 1,655 NS 0.5798 0.42 n=9-8
FQA 26,29 3,74 20,5 2,419 NS 0.2377 0.68 n=9-8
CBA 15,06 1,644 15,37 2,329 NS 0.9136 0.18 n=9-8
FBA 13 1,915 9,333 1,308 NS 0.1554 0.77 n=9-8
Erros 24,71 3,537 18,67 3,293 NS 0.2422 0.49 n=9-8

Fonte: do autor.

Nota: (Dist) distancia percorrida (cm), (Lat) laténcia para exploragéo do buraco alvo, (EQA) exploragdo
(s) no quadrante alvo, (FQA) frequéncia de exploragdo dos buracos no quadrante alvo, (EBA)
exploragéo (s) do buraco alvo, (FBA) frequéncia de exploracao do buraco alvo, e (Erros) nimero
de vezes que frequentou o os buracos errados. Valor de d referente ao teste d de Cohen sendo
os valores obtidos considerados muito pequeno (d < 0.2), pequeno (0.2 < d < 0.5), moderado
(0.5=<d <0.8), grande (0.8 = d < 1.2), e muito grande (1.2 < d < 2.0).

6.3.1.3 Resultados quanto a reversao do aprendizado da localizagéo da caixa destino

O grafico 12 apresenta os parametros observados no 10° dia durante o teste

de reverséo do aprendizado quanto a localizacao da caixa.

Observamos que quanto a memaria espacial de reversao do aprendizado dos
filhotes de ratas que receberam LPS, estes de exploraram mais o quadrante onde a
caixa destino se encontrava anteriormente, constatamos que estes filhotes de ratas
que receberam LPS de explorem com mais frequéncia o quadrante oposto p<0.05;
d=1.16, em comparagdo ao grupo controle. Porém quanto a distancia percorrida no
aparato, laténcia para chegada ao buraco alvo, o tempo de exploracdo do quadrante
onde esta localizado o buraco alvo, a frequéncia de exploracdo dos buracos deste
guadrante, o tempo de exploracéo do buraco alvo, a frequéncia de exploracao deste
buraco e o nimero de vezes que exploram os buracos errados no dia do teste foi
similar para ambos os grupos durante o 1 min e 30 seg de teste, LPS e controle (n=9-
8).
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Grafico 12 - Resultados dos parametros avaliados no teste de reversdo do
aprendizado no dia 10 no teste de Barnes pelos filhotes de ratas que

receberam tratamento com LPS ou SAL no DG16.
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Fonte: do autor.

Nota: Pardmetros avaliados no dia do teste de reversédo do aprendizado (dia 10) no teste de Barnes
dos filhotes machos de ratas que receberam LPS ou SAL no DG16 (n=6-7) quanto a: A) distancia
percorrida (cm), B) laténcia para exploracdo do buraco alvo, C) exploracdo (s) no quadrante
alvo, D) frequéncia de exploracdo dos buracos no quadrante alvo, E) exploracéo (s) do quadrante
oposto, F) frequéncia de exploracdo do buraco oposto, G) explora¢éo (s) do buraco alvo, H)
frequéncia de exploracdo do buraco alvo, 1) exploracdo (s) do buraco oposto, J) frequéncia de
exploracédo do buraco oposto, e G) niumero de vezes que frequentou o os buracos errados. Dados
expressos em média £ EPM. Valor de d referente ao teste d de Cohen sendo os valores obtidos
considerados muito pequeno (d < 0.2), pequeno (0.2 <d < 0.5), moderado (0.5 <d < 0.8), grande
(0.8 =d <1.2), e muito grande (1.2 < d < 2.0).
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Tabela 15 - Analise através do teste t de student das médias dos valores e do tamanho
do efeito através do teste d de Cohen quanto aos resultados da reversao

do aprendizado da localizagéo da caixa destino.

SAL LPS teste t d de Cohen

Média EPM Média EPM Valor de P d Numero
Dist 834,2 133,1 734,9 136,4 NS 0.1393 0.74 n=9-8
Lat 7,1 4,885 7,75 6,714 NS 0.8149 0.11 n=9-8
CQA 10,31 5,342 14,57 4,525 NS 0.1136 0.86 n=9-8
FQA 10,44 3,539 11 2,38 NS 0.7271 0.19 n=9-8
CQO 6,289 3,069 8,571 3,08 NS 0.1628 0.74 n=9-8
FQO 7,889 4,676 14,29 6,211 * 0.0336 1.16 n=9-8
CBA 7,711 5,48 9,371 3,834 NS 0.5075 0.35 n=9-8
FBA 5 2,062 4,571 1,397 NS 0.6452 0.24 n=9-8
CBO 2,37 1,859 2,71 1,704 NS 0.7153 0.19 n=9-8
FBO 3,556 1,944 4,429 3,505 NS 0.5352 0.31 n=9-8
Erros 28,7 8,001 29,5 9,366 NS 0.8474 0.09 n=9-8
LatBO 29,71 8,747 31,17 11,12 NS 0.918 0.05 n=9-8

Fonte: do autor.

Nota: (Dist) distancia percorrida (cm), (Lat) laténcia para explorac¢do do buraco alvo, (EQA) exploracao
(s) no quadrante alvo, (FQA) frequéncia de exploracdo dos buracos no quadrante alvo, (EQO)
exploracédo (s) do quadrante oposto, (FQO) frequéncia de explora¢do do buraco oposto, (EBA)
exploracéo (s) do buraco alvo, (FBA) frequéncia de exploracao do buraco alvo, (EBO) exploragéo
(s) do buraco oposto, (FBO) frequéncia de explora¢do do buraco oposto, (Erros) nimero de
vezes que frequentou o os buracos errados e (LatBO) sendo a laténcia para encontrar o buraco
oposto. Valor de p referente ao teste t e valores de d referente ao teste d de Cohen sendo os
valores obtidos considerados muito pequeno (d < 0.2), pequeno (0.2 £d < 0.5), moderado (0.5 <
d <0.8), grande (0.8 =d < 1.2), e muito grande (1.2 <d < 2.0).

6.3.2 Resultados quanto ao teste de CA durante 20 min para verificagdo do

comportamento tipo-ansioso.

No grafico 13 apresentado podemos observar que o LPS aplicado nas maes
durante a gestacdo causou prejuizos aos filhotes durante a vida adulta quanto a

mobilidade e ansiedade.

Observamos que houve uma menor exploragéo do aparato como demostrado
pela diminuigdo da distancia total percorrida (cm) no aparato durante 20 min p<0.0001;
d=2.3, e da menor distancia percorrida (cm) de 5 em 5 min durante os tempos de 0-5
min p<0.001; d=1.11, 10-15 min p<0.05; d=0.94 e 15-20 min p<0.01; d=1.37. Estes
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animais exploram por menos tempo (s) p<0.001; d=1.25 o centro do aparato e tiveram
um menor numero de cruzamentos para centro do aparato p<0.001; d=1.16 durante
20 min. Da mesma maneira, 0S animais exploram por menos tempo (s) o centro do
aparato a cada 5 min durante os tempos 5-10 min p<0.05;d=0.99 , tenderam a explorar
por menos tempo (s) 10-15 min p<0.0722; d=0.83 e 15-20 min p<0.001; d=1.22 e
tiveram um menor numero de cruzamentos para o centro do aparato durante os
tempos de 5-10 min p<0.01; d=0.94, 10-15 min p<0.01; d=1.02 e 15-20 min p<0.05;
d=1.15 quando comparados ao grupo controle (n=20-22).

Da mesma maneira, os filhotes adultos de ratas que receberam LPS, tiveram
mais comportamento tipo-ansioso conforme mostrado pelo efeito anti-tigmotético
p<0.001; d=2.3, quando comparado ao grupo controle. A tigmotaxia € definida como
a tendéncia dos roedores de manterem o contanto com as paredes do aparato. O
efeito anti-tigmotéatico € dado por uma razéo, onde divide-se o tempo que o animal
permaneceu no centro do aparato (TC), pelo tempo que o animal permaneceu no
centro (TC), mais o tempo que o animal permaneceu na periferia (TP).

TC/(TC + TP) = Efeito anti-tigmotatico.
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Grafico 13 - Resultados dos parametros avaliados durante o teste de campo aberto

de 20 min pelos filhotes de ratas que receberam tratamento com LPS ou

SAL no DG16.
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Fonte: do autor.

Nota: Resultados quanto aos parametros avaliados no dia do teste CA durante 20 min dos filhotes
machos adultos de ratas que receberam LPS ou SAL no DG16 (n=20-22) quanto ao: A) efeito
anti-tigmotético, B) distancia percorrida (cm), C) tempo de exploracdo no centro do aparato e D)
namero de cruzamentos para o centro do aparato, parametros avaliados no dia do teste CA a
cada 5 min e durante 20 min E) distancia percorrida (cm), F) tempo de exploracdo no centro do
aparato e G) niumero de cruzamentos para o centro do aparato Dados expressos em média +
EPM. Os simbolos representam significancia *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.
Quando comparados ao grupo controle. Valor de d referente ao teste d de Cohen sendo os
valores obtidos considerados muito pequeno (d < 0.2), pequeno (0.2 <d < 0.5), moderado (0.5 <
d <0.8), grande (0.8 =d < 1.2), e muito grande (1.2 <d < 2.0).
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Tabela 16 - Andlise através do teste t de stundent das médias dos valores e do
tamanho do efeito através do teste d de Cohen quanto aos resultados do

teste de CA durante 20 min para verificagdo do comportamento tipo-

ansioso.
SAL LPS teste t d de Cohen
Média EPM Média EPM Valor de p d Numero
EAT 0,05336 0,004455 0,03113 0,003278  *** 0.0002 2.3 n=20-22
Dist 8542 387,8 6182 334 rkkk <0.0001 1.43 n=20-22
EC 64,03 5,346 37,35 3,934 ok 0.0002 1.25 n=20-22
FCC 35,2 3,891 19,18 1,913 il 0.0005 1.16 n=20-22

Fonte: do autor.

Nota: (EAT) efeito anti-tigmotatico, (Dist) distancia percorrida (cm), (EC) tempo de exploracdo no centro
do aparato e (FCC) frequéncia de cruzamentos para o centro do aparato. Valor de p referente ao
teste t e valores de d referente ao teste d de Cohen sendo os valores obtidos considerados muito
pequeno (d < 0.2), pequeno (0.2 = d < 0.5), moderado (0.5 <d <0.8), grande (0.8 <d < 1.2), e
muito grande (1.2 <d < 2.0).
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Tabela 17 - Analise através do ANOVA de duas vias e do tamanho do efeito através

do teste 6mega-quadrado valores quanto ao resultado do teste de CA a

cada 5 min para verificagcdo do comportamento tipo-ansioso.

Distancia percorrida a cada 5 min

SAL LPS teste t d de Cohen
Minutos Média EPM Média EPM Valor de P d Numero
0-5 2782,018 129,17 2085,1 143,12 ok 0.0002 1.11 n=20-22
5-15 2244,09 126,31 1928,52 129,38 NS 0.2321 0.54 n=20-22
10-15 1804,28 114,25 1322,54 109,62 * 0.0197 0.94 n=20-22
15-20 1547,37 92,01 941,42 99,9 *x 0.0018 1.37 n=20-22

Tempo de exploracdo no centro a cada 5 min

SAL LPS teste t d de Cohen
Minutos Média EPM Média EPM Valor de P d Numero
0-5 14,58 1,64 15,02 2,65 NS 0.9998 0.04 n=20-22
5-15 19,69 2,12 10,86 1,74 *x 0.009 0.99 n=20-22
10-15 13,794 1,68 7,07 1,84 NS 0.0745 0.83 n=20-22
15-20 15,942 2,66 4,39 1,27 il 0.0003 1.22 n=20-22

Cruzamentos para o centro a cada 5 min

SAL LPS teste t d de Cohen
Minutos Média EPM Média EPM Valor de P d Numero
0-5 8,3 0,9 6,95 1,1 NS 0.8492 0.29 n=20-22
5-15 11,3 1,64 5,68 0,88 *x 0.0012 0.94 n=20-22
10-15 8,65 1,28 3,59 0,85 *x 0.0043 1.02 n=20-22
15-20 7,35 0,73 2,77 0,97 * 0.0119 1.15 n=20-22

Fonte: do autor.

Nota: Valores pardmetros avaliados no dia do teste CA durante 20 min dos filhotes machos adultos de
ratas que receberam LPS ou SAL no DG16 (n=20-22) quanto a distancia percorrida (cm) a cada
5 min, tempo de exploracé@o no centro do aparato a cada 5 min e nUmero de cruzamentos para
o centro do aparato a cada 5 min. Valor de p referente ao teste t e valor de d referente ao teste
d de Cohen sendo os valores obtidos considerados muito pequeno (d < 0.2), pequeno (0.2 <d <

0.5), moderado (0.5 <d < 0.8), grande (0.8 =d < 1.2), e muito grande (1.2 <d < 2.0).

6.2.3 Resultados quanto ao teste de reconhecimento de objetos de 2h e 24h para

verificagcdo da memoria de curto e longo prazo.
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No grafico 14 podemos observar que o LPS aplicado nas maes durante a
gestacdo nao reduziu a exploracdo do objeto novo demonstrado pelo indice de
reconhecimento de objetos depois de 2h, isto é evidenciado no aumento da
exploracéo do objeto familiar durante 2h. Da mesma maneira, durante o teste de 24h

nao houve diferenca entre os grupos LPs e controle.

Desta forma, o LPS aplicado durante prenhez ndo causou certo prejuizo na
memoéria de discriminacdo de objetos durante a vida adulta.

No gréfico 14 podemos observar que os filhotes adultos de ratas que receberam
LPS exploraram mais o familiar durante 10 min durante o teste no tempo de 2h ap6és
a apresentacdo dos objetos p<0.05; d=0,87, j& com relacdo ao indice de
reconhecimento de 2h, ndo houve diferenca quanto a exploracéo do objeto novo sobre
o familiar quando comparado ao grupo controle. Da mesma forma, ndo houve a entre

0S grupos apos 24h de apresentacao dos objetos (n=16-15).

O indice de reconhecimento de objetos é uma razdo dada divisdo do tempo que
o animal explorou o objeto novo (TN) pelo tempo que o animal explorou o objeto novo
(TN), mais o tempo que o animal explorou o objeto familiar (TF). Este indice revela se

0 quanto animal teve preferéncia por explorar o objeto novo.

TN/(TF + TN) = indice de reconhecimento de objetos.
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Grafico 14 - Resultados obtidos durante o teste de reconhecimento de objetos dos

filhotes de ratas que receberam tratamento com LPS ou SAL no DG16.
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Nota: Resultados quanto aos pardmetros avaliados nos dias dos testes reconhecimento de objetos de
2 e 24h dos filhotes adultos machos de ratas que receberam LPS ou SAL no DG16 (n=9-9
animais por grupo) quanto ao: A) exploracdo (s) do objeto familiar de 2h, B) exploracao (s) do
objeto novo de 2h, C) indice de reconhecimento dos objetos de 2h, D) exploragéo (s) do objeto
familiar de 24h, E) exploracédo do objeto novo de 24h e F) indice de reconhecimento dos objetos
de 24h. Dados expressos em média + EPM. Os simbolos representam significancia *p<0.05.
Quando comparados ao grupo controle. Valor de d referente ao teste d de Cohen sendo os
valores obtidos considerados muito pequeno (d < 0.2), pequeno (0.2 £d < 0.5), moderado (0.5 <

d <0.8), grande (0.8 =d < 1.2), e muito grande (1.2 <d < 2.0).
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Tabela 18 - Analise através do teste t de student das médias dos valores e do tamanho

do efeito através do teste d de Cohen quanto aos resultados do teste de

reconhecimento de objetos de 2h e 24h para verificagdo da memaria de

curto e longo prazo.

SAL LPS teste t d de Cohen

Média EPM Média EPM Valor de p d Numero
EOF 2h 30,44 4,096 44,8 4,339 * 0.0226 0.87 n=16-15
EON 2h 89,31 7,512 95,53 10,88 NS 0.6379 0.17 n=16-15
IR 2h 0,7365 0,03213 0,6648 0,02684 NS 0.0995 0.61 n=16-15
EOF 24h 30 3,225 30,93 4,25 NS 0.8612 0.06 n=16-15
EON 24h 107,1 9,796 87,67 9,043 NS 0.1567 0.52 n=16-15
IR 24h 0,7846 0,01254 0,7468 0,01795 NS 0.0918 0.62 n=16-15

Fonte: do autor.
Nota: (EOF 2h) exploracao (s) do objeto familiar de 2h, (EON 2h) exploracéo (s) do objeto novo de 2h,
(IR 2h) indice de reconhecimento dos objetos de 2h, (EOF 24h) exploragéo (s) do objeto familiar
de 24h, (EON 24h) exploracdo do objeto novo de 24h e (IR 24h) indice de reconhecimento dos
objetos de 24h. Valor de p referente ao teste t e valor de d referente ao teste d de Cohen sendo
os valores obtidos considerados muito pequeno (d < 0.2), pequeno (0.2 < d < 0.5), moderado

(0.5=<d <0.8), grande (0.8 = d < 1.2), e muito grande (1.2 <d < 2.0).

6.3.4 Resultados quanto ao teste de interacao social

Como apresentado no grafico 15 os filhotes adultos de ratas que receberam

LPS durante a gestacéo interessaram-se menos em interagir com o oponente durante

o0 teste de interagao social. Estes filhotes interagiram por menor tempo com animais

de mesmo tratamento durante os 10 min durante o teste de interagédo social p<0.01,;

d=0.74 quando comparados ao grupo controle (n=25-28).
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Grafico 15 - Resultados quanto a interacdo social dos filhotes de ratas que receberam
tratamento com LPS ou SAL no DG16.
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Fonte: do autor.

Nota: Resultado quanto o tempo (s) de interacéo social entre os filhotes
adultos machos de ratas que receberam LPS ou SAL no DG16
(n=28-25 animais por grupo). Dados expressos em média +
EPM. Os simbolos representam significancia **p<0.01. Quando
comparados ao grupo controle. Valor de d referente ao teste d
de Cohen sendo os valores obtidos considerados muito pequeno
(d < 0.2), pequeno (0.2 < d < 0.5), moderado (0.5 < d < 0.8),
grande (0.8 <d < 1.2), e muito grande (1.2 <d < 2.0).
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Tabela 19 - Analise através do teste t de student das médias dos valores e do tamanho
do efeito através do teste d de Cohen quanto aos resultados do teste de

interac&o social.

SAL LPS teste t d de Cohen
Média EPM Média EPM Valor de p d Numero
IS 82,7 5,978 62,13 4,852 ** 0.0095 0.74 n=25-28

Fonte: do autor.

Nota: Tempo (s) de interacdo social (IS) entre os filhotes adultos machos de ratas que receberam LPS
ou SAL no DG16. Valor de p referente ao teste t e valor de d referente ao teste d de Cohen sendo
os valores obtidos considerados muito pequeno (d < 0.2), pequeno (0.2 < d < 0.5), moderado
(0.5=<d <0.8), grande (0.8 = d < 1.2), e muito grande (1.2 < d < 2.0).

6.3.5 Resultados quanto ao teste de medo condicionado ao contexto.

Como mostrado no graficol4 os filhotes de ratas que receberam tratamento
com LPS durante a gestacdo e receberam choques nas patas, responderam com
maior intensidade aos estimulos quando apresentados a caixa de choque 24h depois
de serem submetidos aos choques nas patas.

Os filhotes adultos de ratas que receberam tratamento com LPS e receberam
choque nas patas ficaram mais tempo em congelamento p<0.05 e emitiram mais
vocalizagbes ultrassbnicas p<0.01, durante os 10 min de teste quando em
comparacao ao grupo controle. No entanto, ndo houve diferenga entre os grupos que

nao receberam choque nas patas quando comparados ao controle (n=10-22).
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Grafico 16 - Resultados quanto ao medo condicionado ao contexto dos filhotes de

ratas que receberam tratamento com LPS ou SAL no DG16.
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Nota: Resultados quanto os parametros do teste de medo condicionado ao contexto dos filhotes
machos adultos de ratas que receberam LPS ou SAL no DG16 quanto ao: A) tempo de
congelamento (s) dos animais que receberam ou ndo choque nas patas (n=19-22 por grupo), e
B) nimero de vocalizagBes ultrassdnicas aversivas (10 min) dos animais que receberam ou ndo
choque nas patas (n=21-15 por grupo) durante o teste medo condicionado ao contexto. Dados
em média £ EPM. Os simbolos representam significancia *p<0.05,. Quando comparados ao

grupo controle.

Tabela 20 - Andlise através do teste t de student das médias dos valores e do tamanho

do efeito através do teste d de Cohen quanto ao resultado do teste de

medo condicionado ao contexto.

SAL LPS teste t d de Cohen
Congel Média EPM Média EPM Valor de p D NUumero
N Ch 67,52 83,56 56,05 57,52 NS 0.618 0.16 n=19-20
Ch 280,22 76,78 343,78 80,07 * 0.0131 0.81 n=22-19
SAL LPS
VUs Média EPM Média EPM Valor de p D NUumero
N Ch 5,157 22,48 2,62 7,4 NS 0.669 0.15 n=19-16
Ch 52,23 62,3 108,66 103,7 ** 0.049 0.66 n=14-10

Fonte: do autor.

Nota: Tempo (s) de congelamento (Cong) e de vocalizagdo ultrassdnica aversiva (Vus av) entre os
filhotes adultos que receberam ou ndo choque nas patas, filhotes machos de ratas que
receberam LPS ou SAL no DG16. Valor de p referente ao teste t e valor de d referente ao teste
d de Cohen sendo os valores obtidos considerados muito pequeno (d < 0.2), pequeno (0.2 <d <
0.5), moderado (0.5 <d < 0.8), grande (0.8 =d < 1.2), e muito grande (1.2 <d < 2.0).
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6.3.6 Resultados quanto a resposta cardiovascular durante o teste de estresse por

contencéo

Conforme mostrado no grafico 17, os filhotes adultos de ratas que receberam
LPS ratas durante a gestacao tiveram uma resposta cardiovascular mais exacerbada
durante o teste de estresse por contencdo. Observamos que os animais LPS tem
média pressérica igual ao grupo controle durante o tempo basal e elevam mais esta
média pressorica durante o teste de contengdo a quando comparados aos animais
controle. Esta resposta exacerbada ao estresse causada pela contencédo durante os
60 min de teste é evidenciada pela elevacdo da pressao arterial média (PAM) em
milimetros de mercurio (mmHg) p<0.05 quando comparado ao grupo controle (n=8-
10). Em contra partida, ndo observamos a mesma diferenga na elevagdo da

frequéncia cardiaca (FC) em batimentos por minuto (bpm) entre os grupos estudados.
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Grafico 17 - Resultados quanto a PAM e FC dos filhotes de ratas que receberam

tratamento com LPS ou SAL no DG16.
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Fonte: do autor.

Nota: Resultados quanto a resposta cardiovascular dos filhotes machos
adultos de ratas que receberam LPS ou SAL no DG16 (n=10-8)
durante o teste de estresse por contencdo. A) PAM basal (20 min) e
durante o teste de estresse por contencdo (60 min), e B) FC (bpm)
basal (20 min) e durante o teste de estresse por contencdo (60 min).
Dados expressos em média + EPM. Os simbolos representam
significancia *p<0.05. Quando comparados ao grupo controle.
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Tabela 21 - Analise através do Anova de duas vias e do tamanho do efeito através do

teste Gmega-quadrado quanto a resposta cardiovascular durante o teste

de estresse por contencao.

PAM ANOVA de duas vias Omega-quadrado
Variacao F (DFn, DFd) Valor de p w? Ndmero
Interagao F (13, 208) = 2,059 * 0.0179 0.01 n=8-10
Tempo F (13, 208) = 18,99 ok <0.0001 0.19 n=8-10
Tratamento F (1, 16) = 4,694 * 0.0457 0.13 n=8-10
FC (bpm)

Variacéo F (DEn, DFd) Valor de p w? Ndmero
Interagao F (13, 208) = 0,821 NS 0.6374 0.005 n=8-10
Tempo F (13, 208) = 5,943 ok <0.0001 0.14 n=8-10
Tratamento F (1,16) =0,4561 NS 0.5091 0.006 n=8-10

Fonte: do autor.
Nota: Dados da pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) dos filhotes machos avaliados
durante o teste de estresse por contengdo. Valor de p referente a ANOVA de duas vias, e valor
de w?referente ao teste Omega-quadrado sendo os valores obtidos considerados muito pequeno
(w?<0.01), pequeno (0.01 < w?< 0.06), moderado (0.06 < w?< 0.14) e grande (w?< 0.14) para
o “Omega-quadrado.

6.3.7 Resultados quanto ao niumero de neurdnios imunorreativos para C-fos das areas

do Locus Coerulus e Nucleo do Trato Solitario pés analise da resposta

cardiovascular.

Observamos que a area do LC foi mais ativada durante o teste de estresse por

contencédo nos filhotes adultos de ratas que receberam LPS durante a gestacdo em

comparagdo ao grupo controle, evidenciado pelo maior ndmero de neurdnios

imunorreativos para C-fos, onde p<0.05; d=2.39. O mesmo néo foi observado na area

do NTS, ndo havendo diferenca significativa na imunorreativacdo para C-fos pés o

teste de estresse por contencdo nos animais filhotes de ratas que receberam LPS

durante a gestacdo em comparacao ao grupo controle.
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Grafico 18 - Nucleos contados em 3 cortes distintos da dentro da mesma area e no

mesmo encéfalo.
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Nota: Resultados quanto a ativacdo neural através da imunorreatividade para C-fos nas areas A) LC e
B) NTS, durante a teste de contenc¢do dos filhotes machos adultos de ratas que receberam LPS
ou SAL no DG16. Dados expressos em média £+ EPM. Os simbolos representam significaAncia
*p<0.05. Quando comparados ao grupo controle. Valor de d referente ao teste d de Cohen sendo
os valores obtidos considerados muito pequeno (d < 0.2), pequeno (0.2 < d < 0.5), moderado
(0.5=<d <0.8), grande (0.8 = d < 1.2), e muito grande (1.2 <d < 2.0).

Tabela 22 - Analise através do teste t de student das médias dos valores e do tamanho

do efeito através do teste d de Cohen dos neurdnios imunorreativos para

C-fos pés teste de estresse por contencao dos filhotes adultos de ratas

LPS ou SAL.
SAL LPS teste t d de Cohen
Média EPM Média EPM Valor de p d Numero
LC 15,11 1,283 31,08 4,587 * 0.0343 2.39 n=3-4
NTS 57,05 11,03 73,66 6,314 NS 0.2207 1.03 n=3-4

Fonte: do autor.

Nota: Nimero de neurbnios imunorreativos para C-fos contados em 3 cortes diferentes do mesmo
encéfalo nas areas locus coerulus (LC) e ndcleo do trato solitario (NTS) apds o tete de estresse
por contenc¢do. Valor de p referente ao teste t e valor de d referente ao teste d de Cohen sendo
os valores obtidos considerados muito pequeno (d < 0.2), pequeno (0.2 < d < 0.5), moderado
(0.5=d <0.8), grande (0.8 £ d < 1.2), e muito grande (1.2 < d < 2.0).
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Fotografia 12 - Mostrando a area do locus coerulus com neurénios imunorreativados
para C-fos p0s teste de estresse por contencao em filhotes adultos de

ratas que receberam LPS ou SAL no GD16.

Fonte: do autor.

Nota: Fotografia mostrando a area do locus coerulus com neurdnios imunorreativados para C-fos pds
teste de contencéo realizado nos filhotes adultos de ratas que receberam tratamento com LPS
ou SAL no DG16.

Fotografia 13 - Mostrando a area do trato solitario com neurénios imunorreativados
para C-fos pos teste de estresse por contencdo em filhotes adultos de
ratas que receberam LPS ou SAL no GD16.

Fonte: do autor.

Nota: Fotografia mostrando a area do ndcleo do trato solitdrio com neurdnios imunorreativados para C-
fos pos teste de contencao realizado nos filhotes adultos de ratas que receberam tratamento com
LPS ou SAL no DG16.
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6.4 RESULTADOS DAS RATAS QUE RECEBERAM PRE-TRATAMENTO COM SAL
OU NIM E TRATAMENTO COM LPS OU SAL NO DG16

6.4.1 Resultados quanto ao desenvolvimento do comportamento

Conforme mostrado no grafico 19 o NIM na dose de 5mg/kg foi capaz de
prevenir alguns parametros do comportamento doentio causado pelo LPS na dose de
500 pg/kg no DG16 nas ratas.

Observamos que o NIM preveniu a baixa mobilidade das ratas tratadas com
LPS evidenciado pela maior distancia percorrida (cm) no CA durante 5 min 2h p<0.01
(n=14-34 por grupo) e 6h p<0.05 (n=8-9 por grupo) apds receberam pré-tratamento
com NIM e tratamento com LPS em comparagcdo ao grupo que recebeu tratamento
com LPS. O mesmo efeito n&o foi observado quanto a ingestao alimentar durante 6h
(n=8-9 por grupo) e 24h (n=14-29 por grupo). E da mesma maneira ndo preveniu a
perda de peso durante 24h (n=14-29 por grupo) em comparacao ao grupo das ratas
LPS.
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Grafico 19 - Resultado quanto ao desenvolvimento do comportamento doentio das

ratas que receberam pré-tratamento com NIM e tratamento com LPS ou

SAL no DG16.
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Fonte: do autor.

Nota: Resultados quanto a prevencdo do desenvolvimento do comportamento doentio das ratas que
receberam pré-tratamento com SAL ou NIM e tratamento com LPS ou SAL no DG16. A) distancia
percorrida (cm) durante no teste de campo aberto de 2h durante 5 min (n=14-34 por grupo), B)
ingestdo alimentar durante 24h (g) (n=14-29 por grupo), C) perda ou ganho de peso durante 24h
(9) (n=14-29 por grupo), D) distancia percorrida (cm) no teste de campo aberto de 6h durante 5
min (n=8-9 por grupo) e F) ingestdo alimentar durante 6h (g) (8-9 por grupo). Dados expressos
em média + EPM. Os simbolos representam significancia, **p<0.01, ***p<0.001****p<0.0001
quando comparados entre grupo controle e LPS, #p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001####p<0.0001
quando comparados entre os grupos NIM e LPS. Valor de w?referente ao teste Omega-quadrado
sendo os valores obtidos considerados muito pequeno (w? < 0.01), pequeno (0.01 < w? < 0.06),
moderado (0.06 < w?2< 0.14) e grande (w?< 0.14) para o “Omega-quadrado.
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Tabela 23 - Andlise através do ANOVA de duas vias e do tamanho do efeito através
do teste dGmega-quadrado quanto ao comportamento doentio das ratas
que receberam pré-tratamento com SAL ou NIM e tratamento com LPS
ou SAL no DG16.

CA 2h ANOVA de duas vias Omega-quadrado
Variagdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interagéo F (1, 88) = 4,667 * 0.0335 0.02
Pré-tratamento F (1, 88) = 2,957 NS 0.089 0.01
Tratamento F (1, 88) = 25,80 Fokkk <0.0001 0.19
CA 6h

Variagdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interagdo F (1, 29) = 4,786 * 0.0369 0.06
Pré-tratamento F (1, 29) = 4,786 * 0.0369 0.07
Tratamento F (1, 29) = 20,49 Fokkk <0.0001 0.32
IA 6h

Variagdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 29)=2,521 NS 0.1232 0.02
Pré-tratamento F (1, 29) = 0,4487 NS 0.5082 0.01
Tratamento F(1,29)=17,40 ok 0.0003 0.32
1A 24

Variacéo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F(1,77)=1,020 NS 0.3156 0.0001
Pré-tratamento F(1,77)=0,1688 NS 0.6823 0.005
Tratamento F(1,77)=62,82 Fokkk <0.0001 0.43
G/P 24h

Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 76) =3,472 NS 0.0663 0.02
Pré-tratamento F (1, 76) = 0,2275 NS 0.6348 0.006
Tratamento F (1, 76) = 29,68 Fohkx <0.0001 0.25

Fonte: do autor.

Nota: (CA 2h) distancia percorrida (cm) no teste de campo aberto de 2h durante 5 min (IA 24h), (CA
6h) distancia percorrida (cm) no teste de campo aberto de 6h durante 5 min, , (1A 6h) ingestédo
alimentar durante 6h (g), ingestao alimentar durante 24h (g), (P/G 24h) perda ou ganho de peso
durante 24h (g). Valor de p referente a ANOVA de duas vias, e valor de w? referente ao teste
Omega-quadrado sendo os valores obtidos considerados muito pequeno (w2 < 0.01), pequeno
(0.01 < w?< 0.06), moderado (0.06 < w?2< 0.14) e grande (w?< 0.14) para o “Omega-quadrado.
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6.4.2 Resultados quanto as concentracfes de citocinas no plasma materno, liquido

amniotico e cérebro fetal.

Podemos observar no grafico 20 que a NIM foi parcialmente eficiente em
prevenir a elevacao nas concentracdes de citocinas plasmaticas no sangue materno
2h depois receberem pré-tratamento com NIM e tratamento com LPS. Observamos
gue houve uma reducéo na concentracdo de TNF-a p< 0.001 (n=6-8 por grupo) no
plasma de ratas prenhas 2h apos receberem pré-tratamento com NIM e tratamento
com LPS, gquando comparados ao grupo LPS. Porém ndo houve diferenca na
concentracdo das citocinas IL-6 e IL-1B (n=6-8 por grupo) quando comparados ao
grupo LPS. N&o houve deteccéo destas citocinas no liquido amniético, e ndo houve
diferenca quanto a concentracao destas citocinas no cérebro fetal entre os grupos 2h

apos receberem pré-tratamento e tratamento (n=7-8).
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Grafico 20 - Resultados quanto as concentracdes de citocinas plasmaticas das ratas

gue receberam pré-tratamento com NIM e tratamento com LPS no DG16

e do cérebro fetal.

A sttt B C
|
20007 gkxk 4 2000 800 *
' ik 1 0.0545 & # ' '
L 1L 1L ]
_ 1500 1500 T N ' __ 6004
£ E E
& (o)
Q =] <4
5 1000 2 1000 & 400
! [{e]
LL 0 \—'i
Z
[= = =
500 500 ﬁ 200 ﬁ Ill
0- 0 T ﬁ T 0 T T
SAL NIM SAL NIM SAL NIM
D E F
1.0 1.0 1.0
g o g
g 0.8 ‘s 0.8 @ 0.8
& o 2
2 0.6 o 0.6 @ 0.6
©
o © o>
S = IS
5, 0.4 £ 0.4 £ 0.4
a =) 2
o] o @
£ 0.2 © 0.2 2 0.2
z = !
2 n N - :
0.0 T T 0.0 T T 0.0 T
SAL NIM SAL NIM SAL NIM

Fonte: do autor.

Nota: Resultados quanto as concentra¢des de citocinas plasméaticas A) TNF-a (pg/ml), B) IL-6 (pg/ml)
e C) IL-1B (pg/ml), 2h apds as ratas receberem pré-tratamento com SAL ou NIM e tratamento
com LPS ou SAL no DG16 (n=6-8 por grupo), e do cérebro fetal D) TNF- a (pg/mg de proteina)
E) IL-6 (pg/mg de proteina) e F) IL-1B (pg/mg de proteina) coletados no DG16 2h pés-tratamento
com LPS ou SAL (n=7-8 por grupo). Dados expressos em média + EPM. Os simbolos
representam significancia *p<0.05, ***p<0.001. Quando comparados entre grupo controle e LPS,
#p<0.05, ###p<0.001. Quando comparados entre os grupos NIM e LPS. Valor de w? referente
ao teste Omega-quadrado sendo os valores obtidos considerados muito pequeno (w? < 0.01),
pequeno (0.01 < w?< 0.06), moderado (0.06 < w?< 0.14) e grande (w?< 0.14) para o “Omega-
quadrado.
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Tabela 24 - Analise através da ANOVA de duas vias e do tamanho do efeito através

do teste 6mega-quadrado quanto aos niveis de citocinas no plasma e

cérebro fetal 2h ap0s as ratas que receberem pré-tratamento com SAL ou
NIM e tratamento com LPS ou SAL no DG16.

(Continua)
ANOVA de duas vias Omega-quadrado
TNF-a Plasma materno
Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interagao F (1, 25) = 4,030 NS 0.0556 0.05
Pré-tratamento F (1, 25) = 6,100 * 0.0207 0.09
Tratamento F (1, 25)=19,43 *kk 0.0002 0.32
IL-6 Plasma materno
Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interagao F (1, 23) = 0,3096 NS 0.5833 0.01
Pré-tratamento F (1, 23)=0,1281 NS 0.7237 0.02
Tratamento F (1, 23) = 18,37 *kk 0.0003 0.40
IL-18 Plasma materno
Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 26) = 0,6379 NS 0.4317 0.009
Pré-tratamento F (1, 26) = 0,1070 NS 0.7462 0.02
Tratamento F (1, 26) = 8,961 *x 0.006 0.21
ANOVA de duas vias Omega-quadrado
TNF-a Cérebro fetal
Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interagao F (1, 25) =0,1891 NS 0.6674 0.02
Pré-tratamento F (1, 25) = 0,02015 NS 0.8883 0.03
Tratamento F (1, 25) = 2,477 NS 0.1281 0.05
IL-6 Cérebro fetal
Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacao F (1, 25) = 0,07295 NS 0.7893 0.03
Pré-tratamento F (1, 25) = 0,03781 NS 0.8474 0.03

Tratamento

F (1, 25) = 1,091 NS 0.3062 0.003
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Tabela 24 - Analise através da ANOVA de duas vias e do tamanho do efeito através
do teste 6mega-quadrado quanto aos niveis de citocinas no plasma e
cérebro fetal 2h apos as ratas que receberem pré-tratamento com SAL
ou NIM e tratamento com LPS ou SAL no DG16.

(Conclusao)

IL-18 Cérebro fetal

Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?

Interacéao F (1, 25)=0,1331 NS 0.7183 0.03
Pré-tratamento F (1, 25) = 0,8355 NS 0.3694 0.006
Tratamento F (1, 25) = 0,0003 NS 0.9862 0.03

Fonte: do autor.

Nota: Valores de TNF-a, IL-6 e IL-1B no plasma e no cérebro fetal 2h apés o pré-tratamento com SAL
ou NIM e tratamento com SAL ou LPS. Valor de p referente a ANOVA de duas vias, e valor de
w? referente ao teste Omega-quadrado sendo os valores obtidos considerados muito pequeno
(w?<0.01), pequeno (0.01 < w?< 0.06), moderado (0.06 < w?< 0.14) e grande (w?< 0.14) para
o “Omega-quadrado.

6.4.3 Resultado quanto as ratas que receberam pré-tratamento SAL ou NIM e
tratamento com LPS ou SAL e abortaram ou nao.

Conforme demonstrado no grafico 21, dentro dos grupos pré-tratados foi
observado que as ratas que receberam NIM+LPS no DG16 sofreram mais abortos em
comparacao as ratas que receberam NIM+SAL. Em contrapartida as ratas que

receberam NIM+LPS abortaram tanto quanto as ratas que receberam V+LPS.

Dentre as ratas prenhas foi maior o numero de abortos do grupo que recebeu
NIM+LPS no DG16 11/24=45,83% n=24 quando comparado ao grupo NIM+SAL
1/15=5,56% n=16 onde p<0.01. Sendo esta, a relacdo das ratas que sofreram abortos
ou ndo e observamos que as ratas que receberam NIM+LPS tiveram 12,69 vezes mais
chances de abortarem do que as ratas NIM+SAL, evidenciado pelo ODDS RATIO
(OR=12,69). Porém, as ratas que receberam NIM+LPS tiveram a mesma chance de

abortar que as ratas que receberam V+LPS conforme evidenciado pelo OR=0,7964.
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Grafico 21 - Resultado da razdo quanto ao numero de aborto ou ndo, abortos

causados pelo pré-tratamento com V ou NIM e pelo tratamento com

LPS ou SAL.
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Fonte: do autor.

Nota: Resultado quanto a razdo do numero de abortos ou ndo abortos causados pelo pré-
tratamento com Veiculo (V) ou NIM e tratamento com LPS ou SAL. Dados expressos em
valores absolutos de contingéncia. Os simbolos representam significancia **p<0.01;
##p<0.01 e ODDS RATION (OR) é a chance de um evento ocorrer.
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Tabela 25 - Analise dos dados de Qui-quadrado das ratas que abortaram ou nao.

NIM+V NIM+LPS

Abortos 1 11
N&o
abortos 15 13
Qui-quadrado Valor de p Odds Ratio 95% IC
x?=7.163,1 z=2.676 i 0.0074 0D=12,69 1,885 to 144,6

V+LPS NIM+LPS

Abortos 17 11
N&o
abortos 16 13
Qui-quadrado Valor de p Odds Ratio 95% IC
x?=0.1795,1 z=0.4237 NS 0.6718 0OD=0,7964 0,2817 to 2,180

Fonte: do autor.
Nota: Valores de Qui-quadrado (X2), valores de p mostrando a significancia, valores de odds ratio (OR)
gue é a chance de um evento ocorrer e intervalo de confianga (IC).

6.4.4 Resultado quanto as ratas que receberam pré-tratamento com NIM e tratamento

com LPS no DG16 e abortaram ou nao.

Como apresentado no grafico 22 dentro do grupo das ratas que receberam pré-
tratamento com NIM e tratamento com LPS durante a gestacdo e desenvolveram

comportamento doentio, foi observado que algumas ratas abortaram pés-tratamentos.

Observamos que do total de ratas pré-tratadas com NIM e tratadas com LPS
durante a gestacédo (n=24) que 45,83% (n=11) abortaram e 54,17% (n=13) levaram a
prenhez a termo. N&o houve diferenca quanto a distancia percorrida (cm) no teste de
CA 2h depois de receberam pré-tratamento com NIM e tratamento com LPS. No
entanto, as ratas que abortaram ingeriram menor quantidade de alimento durante 24h
p<0.05 e perderam mais peso em 24h p<0.05, em comparagdo as ratas que

receberam pré-tratamento com NIM e tratamento com LPS e ndo abortaram.
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Grafico 22 - Resultados quanto aos abortos causados pelo LPS de ratas pré-tratadas

com NIM.
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Fonte: do autor.

Nota: Resultado quanto aos abortos causados pelo LPS nas ratas que receberam pré-tratamento com
NIM, A) distancia percorrida (cm) pelas ratas que sofreram ou ndo aborto no campo aberto 2h
apos receberem pré-tratamento com NIM e tratamento com LPS, B) ingestdo alimentar (g) das
ratas que sofreram ou ndo aborto, 24h apés receberem pré-tratamento com NIM e tratamento
com LPS, C) perda de peso (g) das ratas que sofreram ou ndo aborto, 24h apos receberem pré-
tratamento com NIM e tratamento com LPS e D) percentual de abortos das ratas que receberam
pré-tratamento com NIM e tratamento com LPS (n=24 animais). Dados expressos em média +
EPM. Os simbolos representam significAncia #p<0.05 quando comparadas ao grupo que nao
sofreram abortos.
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Tabela 26 - Andlise através do teste t de student dos valores e do tamanho do efeito
através do teste d de Cohen quanto ao comportamento doentio das ratas
que receberam pré-tratamento com NIM e tratamento com LPS no DG16

e abortaram ou nao.

Abortos Paridas teste t d de Cohen
Média EPM Média EPM Valor de p d Numero
CA 2h 1202 91,94 1247 72,76 NS 0.7004 0.29 n=11-13
IA 24h 8,238 2,033 14,31 1,769 * 0.0337 0.93 n=11-13
P/G (9) -4,909 3,686 4,769 2,632 * 0.0399 0.88 n=11-13
Ratas que abortaram % 45.83
Ratas que pariram % 54.17

Fonte: do autor.

Nota: (CA 2h) distancia percorrida (cm) no teste de campo aberto 2h durante 5 min (IA 24h), ingestédo
alimentar durante 24h (g), (P/G) perda ou ganho de peso durante 24h (g), e % de ratas que
abortaram ou ndo. Valor de d referente ao teste d de Cohen sendo os valores obtidos
considerados muito pequeno (d < 0.2), pequeno (0.2 <d < 0.5), moderado (0.5 <d < 0.8), grande
(0.8 =d <1.2), e muito grande (1.2 < d < 2.0).

6.4.5 Resultados quanto ao nascimento da prole de ratas que receberam pré-

tratamento com SAL ou NIM e tratamento com LPS ou SAL no DG16

Como apresentado no grafico 23 observamos que a ninhada de ratas que
receberam pré-tratamento com NIM e tratamento com SAL nasceu mais pesada em
comparacao a ninhada de ratas que receberam LPS p<0.05, e da mesma maneira
tendeu a ser mais pesada que a ninhada que recebeu pré-tratamento com NIM e
tratamento com LPS p=0.0720 (n=13-20 por grupo). Ndo houve diferenca entre os
grupos pré-tratados e tratados quanto ao numero de filhotes nascidos e peso dos
filnotes no DPN1 (n=13-20 por grupo).
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Grafico 23 - Resultados quanto as ninhadas das ratas pré-tratadas com NIM e tratadas
com LPS ou SAL no DG16.
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Fonte: do autor.

Nota: Resultados das ninhadas quanto ao: A) niamero de filhotes que nasceram, B) peso total da
ninhada (g) no DPNL1 e C) peso do filhote (g) no DPN1, de filhotes machos e fémeas de ratas
que receberam pré-tratamento com SAL ou NIM e tratamento com LPS ou SAL no DG16 (n=13-
20 por grupo). Dados expressos em média + EPM. O simbolo representa significancia #p<0.05
quando comparado entre o grupo NIM e LPS.
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Tabela 27 - Analise através do ANOVA de duas vias e do tamanho do efeito através
do teste 6mega-quadrado quanto ao nascimento da prole de ratas que

receberam pré-tratamento com SAL ou NIM e tratamento com LPS ou SAL

no DG16.
NFN ANOVA de duas vias Omega-quadrado
Variacéo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interac&o F (1, 60) = 0,1277 NS 0.7221 0.01
Pré-tratamento F (1, 60) = 0,7085 NS 0.4033 0.004
Tratamento F (1, 60) = 3,600 NS 0.0626 0.03
PTN
Variacéo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 59) = 0,4906 NS 0.4864 0.007
Pré-tratamento F (1, 59) = 2,001 NS 0.1625 0.01
Tratamento F (1, 51) =2,869 NS 0.0964 0.1
PEN
Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 60) =0,4753 NS 0.4932 0.007
Pré-tratamento F (1, 60) = 0,7652 NS 0.3852 0.003
Tratamento F (1, 60) = 6,700 * 0.0121 0.08

Fonte: do autor.

Nota: (NFN) nimero de filhotes que nasceram, (PTN) peso total da ninhada (g) no DPN1 e (PFN) peso
do filhote (g) no DPN1. Valor de p referente a ANOVA de duas vias, e valor de w?referente ao
teste Omega-quadrado sendo os valores obtidos considerados muito pequeno (w? < 0.01),
pequeno (0.01 <€ w?< 0.06), moderado (0.06 < w?< 0.14) e grande (w?< 0.14) para o “Omega-
quadrado.

6.4.6 Resultados quanto aos cuidados maternos pos-nascimento da prole de ratas
que receberam tratamento pré-tratamento com SAL ou NIM e tratamento com
LPS ou SAL no DG16

O grafico 24 mostra o percentual de tempo gasto cuidando da prole, pelas ratas
que receberam pré-tratamento com NIM ou SAL e tratamento com LPS ou SAL.
Observamos que nao houve diferenca entre os grupos pré-tratados com NIM e
tratados com LPS em relacdo ao grupo LPS no cuidado geral da prole no CMT. N&o

houve diferenga entre os parametros, maternos de, “lambendo os filhotes,” “em cifose

alimentando os filhotes”, “sobre os filhotes ndo alimentando”, “em posicdo passiva
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alimentando os filhotes”, “construindo o ninho” e “limpando-se”, e da mesma forma no
comportamento na materno geral da prole CNMT, e pelos parametros ndo maternos
“alimentando-se” e e “fora do ninho ndo explorando” em comparag¢ao ao grupo LPS
(n=12-15 por grupo). Houve diferenca entre o grupo pré-tratado com NIM e tratado
com LPS ou SAL no parametro “explorando” fora do ninho p<0.01.

Gréfico 24 - Resultados quanto aos cuidados maternos e ndo maternos de ratas que

receberam pré-tratamento com NIM e tratamento com LPS ou SAL no

DG16.
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Fonte: do autor.

Nota: Resultados quanto ao % de tempo gasto com cuidados maternos e ndo maternos com a prole
nos PND2, 3 e 4 das ratas que receberam pré-tratamento com SAL ou NIM e tratamento com
LPS ou SAL no DG16. Parametros maternos: Comportamento materno total (CMT), “lambendo”
os filhotes, em “cifose” amamentado, “sobre os filhotes” ndo amamentando, em posi¢ao
“passiva”, “construindo o ninho” e “limpando-se”. Pardmetros nao-maternos: Comportamento ndo
materno total (CNMT), “alimentando”, “explorando fora do ninho” e fora do ninho “ndo explorando”
(n=15-12 por grupo). Dados expressos em média + EPM. Os simbolos representam significancia

*p<0.05, **p<0.01 quando comparados entre o grupo LPS e controle, ##p<0.01 quando
comparado entre os grupos NIM.
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Tabela 28 - Andlise através do ANOVA de duas vias e do tamanho do efeito através
do teste 6mega-quadrado quanto aos cuidados maternos pés-nascimento
da prole de ratas que receberam tratamento pré-tratamento com SAL ou
NIM e tratamento com LPS ou SAL no DG16.

(Continua)
CMT ANOVA de duas vias Omega-quadrado
Variagéo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interagao F (1, 49) =2,473 NS 0.1223 0,02
Pré-tratamento F (1, 49) =0,1109 NS 0.7406 0.01
Tratamento F (1, 49) = 4,647 * 0.036 0.06
Lamb
Variagéo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interagao F(1,49)=1,152 NS 0.2884 0.002
Pré-tratamento F (1, 49) =0,3707 NS 0.5454 0.01
Tratamento F (1, 49)=0,4787 NS 0.4923 0.01
Cif
Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interagéo F (1, 49) = 1,343 NS 0.2522 0.005
Pré-tratamento F (1, 49) = 0,03510 NS 0.8522 0.01
Tratamento F (1, 49)=7,337 ** 0.0093 0.10
Sob
Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 49) = 1,286 NS 0.2622 0.005
Pré-tratamento F (1, 49) =0,7654 NS 0.3859 0.004
Tratamento F (1, 49) = 3,538 NS 0.0659 0.04
Pass
Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 49) = 0,0002256 NS 0,9881 0.01
Pré-tratamento F(1,49)=7,738 ** 0,0077 0.11
Tratamento F (1, 49) = 0,2521 NS 0,6178 0.01
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Tabela 28 - Analise através do ANOVA de duas vias e do tamanho do efeito através

do teste Omega-quadrado quanto aos cuidados maternos pos-

nascimento da prole de ratas que receberam tratamento pré-tratamento
com SAL ou NIM e tratamento com LPS ou SAL no DG16.

(Continuacao)

CN

Variagéo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéao F (30, 539) = 2,363 Fkkx <0.0001 0.004
Pré-tratamento F (10, 539) = 886,7 Forkk <0.0001 0.92
Tratamento F (3,539)=7,725 NS >0.9999 0.0003
Limp

Variagéo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 49) = 1,465 NS 0.2319 0.008
Pré-tratamento F (1, 49) =4,515 * 0.0387 0.06
Tratamento F (1, 49) = 0,2970 NS 0.5883 0.01
CNMT

Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 49)=2,473 NS 0.1223 0.02
Pré-tratamento F (1, 49)=0,1109 NS 0.7406 0.01
Tratamento F (1, 49) = 4,647 * 0.036 0.06
Alim

Variagéo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 49) = 7,653 ** 0.008 0.10
Pré-tratamento F (1, 49) = 0,08395 NS 0.7732 0.01
Tratamento F (1, 49) = 3,524 NS 0.0664 0.04
EFN

Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 49) = 3,167 NS 0.0814 0.03
Pré-tratamento F (1, 49) = 0,5447 NS 0.464 0.007
Tratamento F (1, 49)=10,71 ** 0.002 0.15
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Tabela 28 - Analise através do ANOVA de duas vias e do tamanho do efeito através
do teste Omega-quadrado quanto aos cuidados maternos poés-
nascimento da prole de ratas que receberam tratamento pré-tratamento

com SAL ou NIM e tratamento com LPS ou SAL no DG16.

(Concluséao)

FNNE

Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 49) = 1,306 NS 0.9971 0.01
Pré-tratamento F (1, 49) = 0,5912 NS 0.4457 0.007
Tratamento F(1,49)=1,189 NS 0.2808 0.003

Fonte: do autor.

Nota: Parametros maternos: (CMT) Comportamento materno total, (Lamb) “lambendo” os filhotes, (Cif)
em “cifose” amamentado, (Sob) “sobre os filhotes” ndo amamentando, (Pass) em posigao
“passiva”, (CN) “construindo o ninho” e (Limp) “limpando-se”. Parametros ndo-maternos: (CNMT)
comportamento ndo materno total, (Alim) “alimentando”, (EFN) “explorando fora do ninho” e
(FNNE) fora do ninho “néo explorando”. Valor de p referente a ANOVA de duas vias, e valor de
w? referente ao teste Omega-quadrado sendo os valores obtidos considerados muito pequeno
(w?<0.01), pequeno (0.01 < w?< 0.06), moderado (0.06 < w?< 0.14) e grande (w?< 0.14) para
o “Omega-quadrado.

6.5 RESULTADOS QUANTO O COMPORTAMENTO DOS FILHOTES NA INFANCIA
E ADOLESCENCIA

Conforme apresentado no gréfico 25 o pré-tratamento com NIM durante a
gestacdo preveniu alguns comportamentos tipicos induzidos pelo LPS aplicado

durante a gestacdo, em comparacdo ao grupo LPS.

Podemos observar no grafico 21 que ndo houve diferenca na quanto as
emissodes de vocalizacdes ultrassdnicas do grupo pré-tratado com NIM e tratado com
LPS em relacdo ao grupo LPS. Porém, houve reducdo nos parametros de
comunicacdo dos filhotes das ratas que receberam pré-tratamento com NIM e
tratamento com SAL, evidenciado pela baixa na emissdo de vocalizacoes
ultrassonicas p<0.01 (n=11-17 por grupo) no DPN5. N&o houve diferenca significativa
entre 0s grupos quanto laténcia para alcancgar a porgdo com a maravalha proveniente
do ninho materno no teste de homing (n=11-17 por grupo) no DPN13. Ja no teste de
tabua de buracos observamos uma reducdo do comportamento repetitivo mostrado
pela diminuicdo no numero de mergulhos com a cabeca nos buracos p<0.001 (n=13-
24 por grupo) no DPN26, prevenindo o comportamento tipo-repetitivo quando

comparado ao grupo LPS. Houve uma reducgéo da avaliagdo de risco no grupo que
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recebeu NIM da mesma forma que o grupo que recebeu LPS quando comparados ao
grupo que recebeu somente SAL, no entanto ndo houve diferenca no tempo de
exploracéo do brago aberto por estes grupos no teste de labirinto em cruz elevado no
DPN28 (n=12-17 por grupo). E da mesma maneira, ndo houve diferengca na mobilidade
entre os grupos conforme mostrado pela distancia percorrida (cm) no CA durante 5
min (n=13-24 por grupo) no DPN34 e ndo houve diferenca entre os grupos quanto ao
peso dos filhotes machos durante o crescimento nos DPN1, 5, 13, 21, 26 e 34, como

mostrado na curva de crescimento (n=11-15 por grupo).
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Grafico 25 - Resultados quanto o comportamento dos filhotes machos durante a
infancia e adolescéncia, filhotes de ratas que receberam pré-

tratamento com NIM e tratamento com LPS ou LPS no DG16.
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Fonte: do autor.

Nota: Resultado quanto ao comportamento dos filhotes machos de ratas que receberam pré-tratamento
com SAL ou NIM e tratamento com LPS ou SAL no DG16. A) quanto ao: humero de vocaliza¢des
ultrassénicas durante 3 min no DPNS5, B) laténcia (s) para entrada na por¢cdo com maravalha do
ninho no teste de homing no DPN13, C) nimero de mergulhos no teste de tabua de buracos no
DPN26, D) tempo gasto (s), E) nimero de esticadas para entrada nos bragos abertos no teste
de labirinto em cruz elevado no DPN28, F) distancia percorrida (cm) no campo aberto durante 5
min no DPN34 e G) curva de crescimento (g) dos filhotes pesados nos DPN1, 5, 13, 21, 26 e 34.
(n=26-17 animais por grupo). Dados exressos em média + EPM. Os simbolos representam
significancia **p<0.01, ***p<0.001 quando comparados entre o grupo e controle, ##p<0.01,
###p<0.001 quando comparados entre os grupos NIM e grupos SAL e LPS.
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Tabela 29 - Analise através do Anova de duas vias e do tamanho do efeito através do
teste 6mega-quadrado quanto ao comportamento dos filhotes na infancia
e adolescéncia, de ratas que receberam pré-tratamento com SAL ou NIM
e tratamento com LPS ou SAL no DG16.

(Continua)
Vus ANOVA de duas vias Omega-quadrado
Variagdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F(1,51)=16,34 ok 0.0002 0.21
Pré-tratamento F (1, 51) = 3,345 NS 0.0733 0.03
Tratamento F(1,51)=1,018 NS 0.3177 0.0002
Homing
Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F(1,51)=1,674 NS 0.2015 0.01
Pré-tratamento F(1,51)=1,821 NS 0.1832 0.01
Tratamento F (1, 51) = 2,869 NS 0.0964 0.03
B
Variagdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 66) = 9,191 *x 0.0035 0.08
Pré-tratamento F (1, 66) = 5,128 * 0.0268 0.04
Tratamento F (1, 66) = 5,290 * 0.0246 0.04
Est LEC
Variagdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 52) = 8,045 *x 0.0065 0.10
Pré-tratamento F (1, 52) = 1,587 NS 0.2134 0.009
Tratamento F (1, 52) = 3,413 NS 0.0704 0.03
LEC
Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1,53)=2,381 NS 0.1288 0.02
Pré-tratamento F (1, 53) = 0,001086 NS 0.9738 0.01
Tratamento F (1, 53)=1,410 NS 0.2404 0.007
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Tabela 29 - Anélise através do Anova de duas vias e do tamanho do efeito através
do teste dmega-quadrado quanto ao comportamento dos filhotes na
infancia e adolescéncia, de ratas que receberam pré-tratamento com
SAL ou NIM e tratamento com LPS ou SAL no DG16.

(Conclusao)

CA

Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 67) = 0,06409 NS 0.8009 0,01
Pré-tratamento F (1, 67) = 4,145 * 0.0457 0.04
Tratamento F (1, 67) =0,05138 NS 0.8214 0.01

Fonte: do autor.

Nota: (Vus) Vocaliza¢des ultrassdnicas durante 3 min no DPN5, homing no DPN13 (TB) tdbua de
buracos no DPN26, (LEC) labirinto em cruz elevado no DPN28, (CA) distancia percorrida (cm)
no campo aberto no DPN34. Valor de p referente a ANOVA de duas vias, e valor de w?referente
ao teste Omega-quadrado sendo os valores obtidos considerados muito pequeno (w? < 0.01),
pequeno (0.01 < w?< 0.06), moderado (0.06 < w?< 0.14) e grande (w?< 0.14) para o “Omega-
quadrado.

Tabela 30 - Andlise através do Anova de trés vias quanto ao crescimento dos filhotes
na infancia e adolescéncia, de ratas que receberam pré-tratamento com
SAL ou NIM e tratamento com LPS ou SAL no DG16.

Curva de crescimento

ANOVA de trés vias F (DFn, DFd) Valor de p

Tempo (dias) F (5, 282) = 4582 *rx o <0,0001
(SAL vs NIM) F (1, 282) = 0,5937 NS 0.4416
(SAL vs LPS) F(1,282)=12,12 **  0.0006
Tempo (dias) x (SAL vs NIM) F (5, 282) = 0,9655 NS  0.4392
Tempo (dias) x (SAL vs LPS) F (5, 282) = 0,7708 NS 0.5715
(SAL vs NIM) x (SAL vs LPS) F (1, 282) = 0,0004 NS  0.9835
Tempo (dias) x (SAL vs NIM) x (SAL vs LPS) F (5, 282) = 0,1565 NS  0.9780

Fonte: do autor.
Nota: Curva de crescimento dos filhotes machos avaliadas nos DPN1, 5, 13, 21, 26 e 34 Valor de p
referente a ANOVA de trés vias.

Conforme demonstrado no grafico 26 O NIM preveniu a reducdo na interacao
entre os filhotes durantes os 10 min no teste de comportamento de brincar de ratas

que receberam tratamento com LPS durante a gestacdo. Observamos que houve
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interacd0 entre 0s grupos pré-tratados e tratados quanto aos comportamentos de

“perseguicao” p<0.05 “exploragédo ano-genital’ p<0.05.

Gréfico 26 - Resultados quanto ao comportamento de brincar dos filhotes machos de

ratas que receberam pré-tratamento com NIM e tratamento com LPS ou

SAL no DG16.
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Fonte: do autor.

Nota: Parametros observados durante o teste de comportamento de brincar no DPN33
dos filhotes machos de ratas que receberam pré-tratamento com SAL ou NIM e
tratamento com LPS ou SAL no DG16. (n=7-16 por grupo) quanto ao: A) nimero
de vezes que o filhote “solicitou as brincadeiras”, B) nimero de vezes que o filhote
“aceitou as brincadeiras”, C) tempo (s) que o filhote “perseguiu” o oponente e D)
tempo (s) que o filhote “explorou” o oponente. Dados expressos em média + EPM.
Os simbolos representam significAncia *p<0.05, **p<0.01 quando comparados
entre o grupo LPS e controle.
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Tabela 31 - Analise através do Anova de duas vias e do tamanho do efeito através do

teste 6mega-quadrado quanto aos parametros no comportamento de

brincar dos filhotes durante a adolescéncia, de ratas que receberam preé-

tratamento com SAL ou NIM e tratamento com LPS.

Solic ANOVA de duas vias Omega-quadrado
Variagdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 38) = 3,054 NS 0.0886 0.04
Pré-tratamento F (1, 38) = 0,4654 NS 0.4993 0.01
Tratamento F (1, 38) = 3,006 NS 0.0911 0.04
AS

Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 38) =3,184 NS 0.0824 0.04
Pré-tratamento F (1, 38) = 3,302 NS 0.0771 0.05
Tratamento F (1, 38) = 0,2630 NS 0.6111 0.01
Pers

Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 38) = 6,644 * 0.014 0.1
Pré-tratamento F (1, 38) = 0,006211 NS 0.9376 0.01
Tratamento F (1, 38) = 5,329 * 0.0265 0.07
Expl

Variacéo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 38) = 5,250 * 0.0276 0.08
Pré-tratamento F (1, 38) =0,1149 NS 0.7365 0.01
Tratamento F (1, 38) = 2,587 NS 0.116 0.03

Nota: (Solic) numero de vezes que o filhote “solicitou as brincadeiras”, (AS) nimero de vezes que o
filhote “aceitou as solicitagbes de brincadeiras”, (Pers) tempo (s) que o filhote “perseguiu” o
oponente e (Expl) tempo (s) que o filhote “explorou” o oponente. Valor de p referente a ANOVA
de duas vias, e valor de w? referente ao teste Omega-quadrado sendo os valores obtidos
considerados muito pequeno (w? < 0.01), pequeno (0.01 £ w? < 0.06), moderado (0.06 < w?<

0.14) e grande (w?< 0.14) para o “Omega-quadrado.

Fonte: do autor.
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6.6 RESULTADOS QUANTO O COMPORTAMENTO DOS FILHOTES DURANTE A
VIDA ADULTA DE RATAS QUE RECEBERAM PRE-TRATAMENTO COM SAL
OU NIM E TRATAMENTO COM LPS OU SAL NO DG16.

6.6.1 Resultados quanto a memoéria espacial verificada pelo teste de Barnes.
6.6.1.1 Resultado quanto a aquisi¢ao e reversédo do aprendizado durante os treinos.

O gréfico 27 mostra a evolucéo da aquisicdo de memoria nos 5 primeiros dias
treinos (dias 1 — 5), e nos 3 dias posteriores do teste de memoria (dias 7 — 9) a
reversdo da memoaria de aprendizado. A evolucao do aprendizado € evidenciada pela
reducdo da laténcia para entrada no buraco onde estd a caixa destino. Podemos
observar que tanto o pré-tratamento quanto o tratamento ndo foram capazes de alterar
o aprendizado espacial do filhote, demonstrando que, ambos 0s grupos aprenderam
de forma semelhante onde estava a caixa destino, ndo havendo assim diferenca
significativa entre os grupos durante a aquisicdo da memoria e da reversdo da

memoria (N=6-13 por grupo).
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Grafico 27 - Resultados quanto a aprendizado durante os treinos no teste de barnes
de filhotes de ratas que receberam pré-tratamento com NIM e tratamento
com LPS ou SAL no DG16.
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Fonte: do autor.

Nota: Curva de aprendizado para entrada no buraco com a caixa destino dos filhotes machos durante
a vida adulta, filhotes de ratas que receberam pré-tratamento com SAL ou NIM e tratamento com
LPS ou SAL no DG16 (n=6-13 por grupo). O grafico mostra a laténcia para entrada no buraco
com a caixa destino durante os dias de treino de aprendizado (dias 1, 2, 3, 4 e 5) e reversdo do
aprendizado (dias 7, 8 e 9). Dados expressos em média + EPM.
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Tabela 32 - Analise através do Anova de trés vias quanto a aquisicao e reversédo do

aprendizado durante os treinos.

Treinos de Barnes (aprendizado)
ANOVA de trés

vias F (DFn, DFd) Valor de p

Tempo (dias) F (4, 185) = 47,65 % <0.0001
(SAL vs NIM) F (1, 185) = 0,6954 NS 0.4054
(SAL vs LPS) F (1, 185)=4,721 NS 0.0311
Tempo (dias) x (SAL vs NIM) F (4, 185) = 0,7201 NS 0.5792
Tempo (dias) x (SAL vs LPS) F (4, 185)=1,244 NS 0.2939
(SAL vs NIM) x (SAL vs LPS) F (1, 185) = 0,2895 NS 0.5912
Tempo (dias) x (SAL vs NIM) x (SAL vs LPS) F (4, 185) = 0,4015 NS 0.8074

Treinos de Barnes (reversdo do aprendizado)
ANOVA de trés

vias F (DFn, DFd) Valor de p

Tempo (dias) F(2,111)=23,86 % <0.0001
(SAL vs NIM) F(1,111) = 2,614 NS 0.1088
(SAL vs LPS) F (1, 111) = 0,5168 NS 0.4737
Tempo (dias) x (SAL vs NIM) F (2, 111) = 2,288 NS 0.1063
Tempo (dias) x (SAL vs LPS) F (2, 111) = 0,1834 NS 0.8327
(SAL vs NIM) x (SAL vs LPS) F (1, 111) = 0,0564 NS 0.8127
Tempo (dias) x (SAL vs NIM) x (SAL vs LPS) F(2,111) = 1,348 NS 0.2639

Fonte: do autor.
Nota: Aprendizado durante o teste de Barnes durante os dias 1 — 5 e reversdo do aprendizado durante
os dias 7 — 9. Valor de p referente a ANOVA de trés vias.

6.6.1.2 Resultados quanto ao aprendizado da localizacédo da caixa destino

O grafico 28 apresenta os parametros observados no 6° dia durante o teste de

aprendizado quanto a localizagéo da caixa.

Observamos que ndo houve diferenca quanto a memoria espacial de

aprendizado dos filhotes adultos dos grupos pré-tratados e tratados.

N&o houve diferenca quanto a distancia percorrida no aparato, laténcia para
chegada ao buraco alvo, o tempo de exploracdo do quadrante onde esta localizado o

buraco alvo, ja com relacdo a frequéncia de exploracdo dos buracos deste quadrante
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houve menor exploracdo pelos animais NIM+LPS em comparacdo ao grupo V+SAL
p<0.01, o tempo de exploracdo do buraco alvo, a frequéncia de exploracdo deste
buraco e o numero de vezes que exploram os buracos errados no dia do teste entre

0s grupos durante o 1 min e 30 seg de teste (n=8-14 por grupo).
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Grafico 28 - Resultados dos parametros avaliados no teste de aprendizado no dia 6
no teste de Barnes pelos filhotes de ratas que receberam pré-tratamento
com NIM e tratamento com LPS ou SAL no DG16.
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Fonte: do autor.

Nota: Parametros avaliados no dia do teste de aprendizado (dia 6) no teste de Barnes dos filhotes
machos durante a vida adulta filhotes de ratas que receberam pré-tratamento com SAL ou NIM
e tratamento com LPS ou SAL no DG16 (n=6-13 por grupo) quanto a: A) distancia percorrida
(cm), B) laténcia para exploracdo do buraco alvo, C) exploragédo (s) no quadrante alvo, D)
frequéncia de exploracdo dos buracos no quadrante alvo, E) exploragéo (s) do buraco alvo, F)
frequéncia de exploracao do buraco alvo, e G) niumero de vezes que frequentou o os buracos
errados. Dados expressos em média £ EPM.
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Tabela 33 - Analise através da Anova de duas vias e do tamanho do efeito através do

teste dGmega-quadrado quanto ao aprendizado da localizacdo da caixa

destino.
(Continua)

Dist ANOVA de duas vias Omega-quadrado
Variagdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 39) = 0,003039 NS 0.9563 0.02
Pré-tratamento F (1, 39) = 0,01669 NS 0.8979 0.02
Tratamento F (1, 39) = 0,6693 NS 0.4183 0.008
Lat
Variagdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 38) =1,837 NS 0.1834 0.01
Pré-tratamento F (1, 38) =5,752 * 0.0215 0.1
Tratamento F (1, 38) = 0,01927 NS 0.8903 0.02
CQA
Variagdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F(1,38)=1,134 NS 0.2936 0.003
Pré-tratamento F (1, 38) = 3,475 NS 0.07 0.05
Tratamento F (1, 38) = 0,01464 NS  0.9043 0.02
FQA
Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 38) = 0,003141 NS 0.9556 0.01
Pré-tratamento F (1, 38) = 12,06 *x 0.0013 0.19
Tratamento F (1, 38)=4,513 * 0.0402 0.06
CBA
Variagdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interagédo F (1, 38) = 0,9583 NS  0.3338 0.0009
Pré-tratamento F (1, 38)=2,791 NS 0.103 0.04
Tratamento F (1, 38)=0,1783 NS 0.6752 0.01
FBA
Variagdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacao F (1, 38) = 9,397 *x 0.004 0.16
Pré-tratamento F (1, 38) = 1,646 NS 0.2073 0.01
Tratamento F (1, 38) =0,2918 NS 0.5922 0.01
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Tabela 33 - Analise através da Anova de duas vias e do tamanho do efeito através
do teste 6mega-quadrado quanto ao aprendizado da localizacdo da

caixa destino.

(Conclusao)

Erros

Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 39)=0,1271 NS 0.7234 0.02
Pré-tratamento F(1,39)=1,625 NS  0.2099 0.01
Tratamento F (1,39 =1,777 NS  0.1902 0.01

Fonte: do autor.

Nota: (Dist) distancia percorrida (cm), (Lat) laténcia para exploragdo do buraco alvo, (EQA) exploracao
(s) no quadrante alvo, (FQA) frequéncia de exploragdo dos buracos no quadrante alvo, (EBA)
exploragéo (s) do buraco alvo, (FBA) frequéncia de explorac¢éo do buraco alvo, e (Erros) nimero
de vezes que frequentou o os buracos errados. Valor de p referente a ANOVA de duas vias, e
valor de w? referente ao teste Omega-quadrado sendo os valores obtidos considerados muito
pequeno (w?< 0.01), pequeno (0.01 < w?< 0.06), moderado (0.06 < w?< 0.14) e grande (w?<
0.14) para o “Omega-quadrado.

6.6.1.3 Resultados quanto a reversao do aprendizado da localiza¢do da caixa destino

O gréfico 29 apresenta os parametros observados no 10° dia durante o teste
de reverséo do aprendizado quanto a localizacao da caixa.

Observamos que quanto a memaria espacial de reversao do aprendizado dos
filhotes de ratas que receberam pré-tratamento com NIM e tratamento com LPS ou
SAL, houve uma tendéncia dos filhotes adultos de ratas que receberam NIM+SAL de
explorarem por mais tempo (s) o quadrante oposto em comparacdo ao grupo
NIM+LPS p<0.05 e ao grupo NIM que recebeu LPS p<0.01, e frequentaram mais o
buraco oposto onde a caixa destino se encontrava anteriormente em comparacao aos
grupos NIM+LPS e V+SAL p<0.05.

N&o houve diferenca entre os grupos pré-tratados e tratados durante o 1 mi e
30 seg de teste quanto, a distancia percorrida (cm) no aparato, laténcia para chegada
ao buraco alvo, tempo de exploragéo (s) do quadrante alvo, frequéncia de exploracéo
no quadrante alvo, exploragdo (s) e frequéncia no quadrante oposto, tempo de
exploragdo (s) no buraco alvo, frequéncia de exploracdo do buraco alvo e numero de

erros. (n=8-14 por grupo).
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Grafico 29 - Resultados dos parametros avaliados no teste de reversdo do
aprendizado no dia 10 no teste de Barnes pelos filhotes de ratas que

receberam pré-tratamento com NIM e tratamento com LPS ou SAL no
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Fonte: do autor.

Nota: Parametros avaliados no dia do teste de reverséo do aprendizado (dia 10) no teste de Barnes
dos filhotes machos de ratas que receberam pré-tratamento com SAL e NIM e tratamento com
LPS ou SAL no DG16 (n=6-13 por grupo) quanto a: A) distancia percorrida (cm), B) laténcia para
exploracdo do buraco alvo, C) exploracdo (s) no quadrante alvo, D) frequéncia de exploracdo
dos buracos no quadrante alvo, E) exploracdo (s) do quadrante oposto, F) frequéncia de
exploracdo do buraco oposto, G) exploracao (s) do buraco alvo, H) frequéncia de exploracéo do
buraco alvo, I) exploracado (s) do buraco oposto, J) frequéncia de exploracdo do buraco oposto,
e G) numero de vezes que frequentou o os buracos errados. Dados expressos em média + EPM.
Os simbolos representam significancia #p<0.05, ##p<0.01 quando comparados entre 0s grupos
NIM, e o grupo controle.
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Tabela 34 - Analise através do Anova de duas vias e do tamanho do efeito através do

teste mega-quadrado quanto a reversado do aprendizado da localizacéo

da caixa destino.

(Continua)
Dist ANOVA de duas vias Omega-quadrado
Variacio F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interagao F (1, 39) =0,3197 NS 0.575 0.01
Pré-tratamento F (1, 39) = 0,03819 NS 0.8461 0.02
Tratamento F (1, 39) = 2,758 NS 0.1048 0.04
Lat
Variagdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interagao F (1, 39) = 0,02089 NS 0.8858 0.02
Pré-tratamento F (1, 39) = 2,880 NS 0.0977 0.04
Tratamento F (1, 39) = 0,09670 NS 0.7575 0.02
CQA
Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interagao F(1,37)=0,1512 NS 0.6996 0.01
Pré-tratamento F (1, 37) = 0,3852 NS 0.5386 0.01
Tratamento F(1,37)=4,771 * 0.0354 0.08
FQA
Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 37) = 0,00639 NS 0.9367 0.02
Pré-tratamento F (1, 37) = 0,00529 NS 0.9424 0.02
Tratamento F (1, 37) = 0,09993 NS 0.7537 0.02
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Tabela 34 - Analise através do Anova de duas vias e do tamanho do efeito através

do teste dmega-quadrado quanto a reversdo do aprendizado da

localizagéo da caixa destino.

(Continuacéo)

CQO

Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 37)=7,683 *x 0.0087 0.14
Pré-tratamento F (1, 37)=0,2174 NS 0.6438 0.01
Tratamento F (1, 37) =0,4446 NS 0.5091 0.01
FQO

Variacéo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 37)=7,501 ** 0.0094 0.13
Pré-tratamento F(1,37)=1,196 NS 0.2811 0.004
Tratamento F (1, 37) =0,8915 NS 0.3512 0.002
CBA

Variacéo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 37) = 0,03858 NS 0.8454 0.02
Pré-tratamento F (1, 37) =0,2022 NS 0.6555 0.01
Tratamento F (1, 37) = 1,656 NS 0.2062 0.01
FBA

Variagéo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 37) = 0,05848 NS 0.8102 0.02
Pré-tratamento F (1, 37) =0,1296 NS 0.7208 0.02
Tratamento F (1, 37) =0,2186 NS 0.6429 0.02
CBO

Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacao F (1, 37) = 6,689 * 0.0138 0.1
Pré-tratamento F (1, 37) = 4,029 NS 0.0521 0.05
Tratamento F (1, 37) = 4,607 * 0.0385 0.06
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Tabela 34 - Analise através do Anova de duas vias e do tamanho do efeito através

do teste dmega-quadrado quanto a reversdo do aprendizado da

localizagéo da caixa destino.

(Concluséo)

FBO

Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacdo F (1,37) = 4,462 * 0.0415 0.07
Pré-tratamento F (1, 37) = 3,580 NS 0.0663 0.05
Tratamento F(1,37)=1,478 NS 0.2318 0.009
Erros

Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interag&o F (1,39) =0,7671 NS 0.3865 0.005
Pré-tratamento F (1, 39) = 0,2680 NS 0.6076 0.01
Tratamento F (1, 39) = 0,3247 NS 0.5721 0.01
LatBO

Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 37) =0,4159 NS 0.523 0.01
Pré-tratamento F (1, 37)=0,00174 NS 0.9669 0.02
Tratamento F (1, 37) =0,6519 NS 0.4246 0.008

Fonte: do autor.

Nota: (Dist) distancia percorrida (cm), (Lat) laténcia para exploragédo do buraco alvo, (EQA) exploracéo
(s) no quadrante alvo, (FQA) frequéncia de exploracdo dos buracos no quadrante alvo, (EQO)
exploracédo (s) do quadrante oposto, (FQO) frequéncia de exploracdo do buraco oposto, (EBA)
exploracéo (s) do buraco alvo, (FBA) frequéncia de exploracdo do buraco alvo, (EBO) exploragéo
(s) do buraco oposto, (FBO) frequéncia de exploragdo do buraco oposto, (Erros) nimero de
vezes que frequentou o os buracos errados e (LatBO) laténcia para o buraco oposto. Valor de p
referente a ANOVA de duas vias, e valor de w? referente ao teste Omega-quadrado sendo os
valores obtidos considerados muito pequeno (w? < 0.01), pequeno (0.01 < w?< 0.06), moderado

(0.06 < w?< 0.14) e grande (w?< 0.14) para o “Omega-quadrado.

6.6.2 Resultados quanto ao teste de CA durante 20 min para verificagdo do

comportamento tipo-ansioso.

No grafico 30 apresentado podemos observar que o pré-tratamento com NIM

preveniu alguns prejuizos causados pelo LPS aplicado nas mées durante a gestagao

guanto a mobilidade e nivel ansiedade dos filhotes adultos.
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Observamos que o NIM reverteu a menor exploracdo do aparato dos animais
qgue receberam tratamento como LPS, demostrado pelo aumento na distancia total
percorrida (cm) no aparato durante 20 min p< 0.0001, e da menor distancia percorrida
(cm) de 5 em 5 min durante os tempos entre 10 e 15 min p<0.001 e 15 e 20 min
p<0.001. Nao houve diferenca quanto ao tempo (s) de exploracdo do centro do
aparato e ndo houve diferenca quanto ao nimero de cruzamentos para o centro do
aparato durante 20 min. Da mesma maneira, ndo houve diferenga quanto ao tempo
(s) de exploracdo do centro do aparato a cada 5 min e nUmero de cruzamentos para

centro do aparato a cada 5 min, quando comparados ao grupo LPS (n=11-22).

O pré-tratamento com NIM néo foi capaz de reverter o comportamento tipo-
ansioso causado pelo LPS, conforme demonstrado pelo efeito anti-tigmotatico.
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Grafico 30 - Resultados dos parametros avaliados durante o teste de campo aberto
de 20 min pelos filhotes de ratas que receberam pré-tratamento com NIM
e tratamento com LPS ou SAL no DG16.
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Fonte: do autor.

Nota: Resultados quanto aos parametros avaliados no dia do teste CA durante 20 min dos filhotes
machos adultos de ratas que receberam pré-tratamento com SAL e NIM e tratamento com LPS
ou SAL no DG16 (n=11-22 animais por grupo) quanto ao: A) efeito anti-tigmotatico, B) distancia
percorrida (cm), C) tempo de exploracdo no centro do aparato e D) nimero de cruzamentos para
o centro do aparato, parAmetros avaliados no dia do teste CA a cada 5 min e durante 20 min E)
distancia percorrida (cm), F) tempo de exploragcdo no centro do aparato e G) nimero de
cruzamentos para o centro do aparato Dados expressos em média + EPM. Os simbolos
representam significAncia *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 quando comparados entre 0S grupos
LPS e controle, #p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001, ####p<0.0001 quando comparado entre os
grupos NIM, e grupos LPS e controle.
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Tabela 35 - Analise através do Anova de duas vias e do tamanho do efeito através do
teste 6mega-quadrado quanto ao teste de CA durante 20 min para

verificacdo do comportamento tipo-ansioso.

EAT ANOVA de duas vias Omega-quadrado
Variacido F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interac&o F (1, 65) = 10,14 i 0.0022 0,1
Pré-tratamento F (1, 65) = 3,197 NS 0.0785 0,02
Tratamento F (1, 65) = 3,620 NS 0.0615 0,03
Dist

Variacio F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéao F (1, 65) = 12,35 ok 0.0008 0.01
Pré-tratamento F (1, 65) = 7,592 *x 0.0076 0.006
Tratamento F (1, 65) = 4,271 * 0.0428 0.003
EC

Variagdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interac&o F (1, 65) = 10,14 i 0.0022 0.1
Pré-tratamento F (1, 65) = 3,197 NS 0.0785 0.02
Tratamento F (1, 65) = 3,620 NS 0.0615 0.03
FCC

Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 65) = 8,928 *x 0.004 0.09
Pré-tratamento F (1, 65) = 0,01447 NS 0.9046 0.01
Tratamento F (1, 65) = 3,025 NS 0.0867 0.02

Fonte: do autor.

Nota: (EAT) efeito anti-tigmotatico, (Dist) distancia percorrida (cm), (EC) tempo de explora¢édo no centro
do aparato e (FCC) frequéncia de cruzamentos para o centro do aparato. Valor de p referente a
ANOVA de duas vias, e valor de w?referente ao teste Omega-quadrado sendo os valores obtidos
considerados muito pequeno (w? < 0.01), pequeno (0.01 £ w? < 0.06), moderado (0.06 < w? <
0.14) e grande (w?< 0.14) para o “Omega-quadrado.
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Tabela 36 - Analise através do Anova de trés vias quanto ao resultado do teste de CA

a cada 5 min para verificacdo do comportamento tipo-ansioso.

Distancia percorrida a cada 5 min

Tabela ANOVA de 3 vias F (DFn, DFd) Valor de p
Tempo (minutos) F (3, 252) = 40,54 *xx - <0.0001
(SAL vs NIM) F (1, 252) = 15,90 **% <0.0001
(SAL vs LPS) F (1, 252) = 5,341 * 0.0216
Tempo (dias) x (SAL vs NIM) F (3, 252) = 2,891 * 0.0360
Tempo (dias) x (SAL vs LPS) F (3,252)=2,451 NS  0.0640
(SAL vs NIM) x (SAL vs LPS) F (1, 252) = 27,03 =k <0,0001
Tempo (dias) x (SAL vs NIM) x (SAL vs LPS) F (3, 252) = 1,277 NS  0.2828
Tempo de exploracdo do centro a cada 5 min

Tabela ANOVA de 3 vias F (DFn, DFd) Valor de p
Tempo (minutos) F (3, 260) = 4,369 ** 0.0051
(SAL vs NIM) F (1, 260) = 4,277 * 0.0396
(SAL vs LPS) F (1, 260) = 4,844 * 0.0286
Tempo (dias) x (SAL vs NIM) F (3, 260) = 3,207 * 0.0237
Tempo (dias) x (SAL vs LPS) F (3, 260) = 2,302 NS  0.0775
(SAL vs NIM) x (SAL vs LPS) F (1, 260) = 13,58 ** 0.0003
Tempo (dias) x (SAL vs NIM) x (SAL vs LPS) F (3,260)=1,724 NS  0.1625
Cruzamentos para o centro a cada 5 min

Tabela ANOVA de 3 vias F (DEn, DFd) Valor de p
Tempo (minutos) F (3, 264) = 6,190 *** 0.0004
(SAL vs NIM) F (1, 264) = 0,0443 NS  0.8333
(SAL vs LPS) F (1, 264) = 6,275 * 0.0129
Tempo (dias) x (SAL vs NIM) F (3,264)=1,514 NS  0.2112
Tempo (dias) x (SAL vs LPS) F (3, 264) = 0,5876 NS  0.6236
(SAL vs NIM) x (SAL vs LPS) F(1,264)=17,71 wx <0,0001
Tempo (dias) X (SAL vs NIM) x (SAL vs LPS) F (3,264)=1,181 NS 0.3176

Fonte: do autor.

Nota: Distancia percorrida a cada 5 min, tempo de exploracdo do centro do aparato a cada 5 min e
frequéncia de cruzamentos para o centro do aparato a cada 5 min durante teste de CA de 20

min. Valor de p referente a ANOVA de trés vias.



150

6.6.3 Resultados quanto ao teste de reconhecimento de objetos de 2h e 24h para

verificacdo da memoaria de curto e longo prazo.

No grafico 31 podemos observar que o LPS aplicado nas maes durante a
gestacdo nao alterou a exploracédo dos objetos em 2h e 24h conforme demonstrado
pelo indice de reconhecimento a exploracdo. Porém, o grupo NIM tendeu a explorar

menos o objeto familiar no teste de 2h.

Desta forma, ndo houve diferenca entre os grupos pré-tratados com SAL ou

NIM e com entre os grupos tratados com SAL ou LPS.

Grafico 31 Resultados obtidos durante o teste de reconhecimento de objetos dos
filhotes de ratas que receberam pré-tratamento com SAL ou NIM e LPS
ou SAL no DG16.

A B c

< 150+ S 150 o 107

g Q =

€ 2 g2 08+

S 0,0893 S Ec

o 100- _ £ 100 s 06

[ = 6

& 0,0548  # 8 c s

oW —— o N o=

S S 20 0.4

5 50 8 507 22

b

< o 8 0.2

= o S

L% 0 T T ni 0 T T 0.0 T T

SAL NIM SAL NIM SAL NIM

D E F

2 150+ @& 1507 o 107

8 = <]

= s %

5 g . £ _ 08

S 100- £ 1001 3

o g c ¢ 0.6

£ < o F o =

o o N 8 2,

3 = =8 0.4

S 50 S 50 2o

o] (s ©

< g 8 0.2

: R

2 = £

L%- 0 T T 1] 0 T T 0.0 T T

SAL NIM SAL NIM SAL NIM

Fonte: do autor.

Nota: Resultados quanto aos parametros avaliados nos dias dos testes reconhecimento de objetos de
2 e 24h dos filhotes adultos machos de ratas que receberam LPS ou SAL no DG16 (n=9-9
animais por grupo) quanto ao: A) exploracao (s) do objeto familiar de 2h, B) exploragéo (s) do
objeto novo de 2h, C) indice de reconhecimento dos objetos de 2h, D) exploragéo (s) do objeto
familiar de 24h, E) exploracéo do objeto novo de 24h e F) indice de reconhecimento dos objetos
de 24h. Dados expressos em média + EPM.
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Tabela 37 - Analise através do teste ANOVA de duas vias e do tamanho do efeito
através do teste 6mega-quadrado quanto os resultados do teste de
reconhecimento de objetos de 2h e 24h para verificacdo da memoéria de

curto e longo prazo.

(Continua)
EOF 2h ANOVA de duas vias Omega-quadrado
Variacéo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 44) = 1,309 NS 0.2588 0.005
Pré-tratamento F (1, 44) = 5,536 * 0.0232 0.07
Tratamento F (1, 44) = 3,941 NS 0.0534 0.05
EON 2h
Variacio F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéao F (1, 44) = 4,996 NS 0.9944 0.02
Pré-tratamento F (1, 44) = 0,3352 NS 0.5656 0.01
Tratamento F (1, 44) =0,2813 NS 0.5985 0.01
IR 2h
Variagdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 44) = 1,058 NS 0.3093 0.001
Pré-tratamento F (1, 44) = 3,669 NS 0.0619 0.05
Tratamento F (1, 44) =0,7785 NS 0.3824 0.004
EOF 24h
Variacéo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 44) = 2,166 NS 0.1482 0.02
Pré-tratamento F (1, 44)=0,8134 NS 0.372 0.003
Tratamento F (1, 44)=1,573 NS 0.2164 0.01
EON 24h
Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1,44)=0,08940 NS 0.7663 0.01
Pré-tratamento F (1, 44) = 0,9597 NS 0.3326 0.0007

Tratamento F (1, 44) = 4,564 * 0.0383 0.07
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Tabela 37 - Analise através do teste ANOVA de duas vias e do tamanho do efeito

através do teste 6mega-quadrado quanto os resultados do teste de

reconhecimento de objetos de 2h e 24h para verificacdo da memoria de

curto e longo prazo.

(Concluséao)

IR 24h

Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 44) = 2,246 NS 0.1411 0.02
Pré-tratamento F (1, 44) = 3,151 NS 0.0828 0.04
Tratamento F(1,44)=0,07372 NS 0.7873 0.01

Fonte: do autor.

Nota: (EOF 2h) exploracao (s) do objeto familiar de 2h, (EON 2h) exploragéo (s) do objeto novo de 2h,
(IR 2h) indice de reconhecimento dos objetos de 2h, (EOF 24h) exploracgédo (s) do objeto familiar
de 24h, (EON 24h) exploracdo do objeto novo de 24h e (IR 24h) indice de reconhecimento dos
objetos de 24h. Valor de p referente a ANOVA de duas vias, e valor de w? referente ao teste
Omega-quadrado sendo os valores obtidos considerados muito pequeno (w? < 0.01), pequeno
(0.01 < w?< 0.06), moderado (0.06 < w?2< 0.14) e grande (w?< 0.14) para o “Omega-quadrado.

6.6.4 Resultados quanto ao teste de interacao social.

Como apresentado no gréafico 32 a NIM néo foi capaz de prevenir a redugéo na

interacdo social (s) nos filhotes de ratas que receberam tratamento com LPS p<0.05,

e causou a reducéao da interacdo entre os filhotes de ratas que receberam SAL p<0.05,

guando comparados ao grupo controle. (n=11-28).
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Grafico 32 - Resultados quanto a interacdo social dos filhotes de ratas que receberam

pré-tratamento com NIM e tratamento com LPS ou SAL no DG16.
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Fonte: do autor.

Nota: Resultado quanto o tempo (s) de interacdo social entre os filhotes adultos machos
de ratas que receberam pré-tratamento com SAL e NIM e tratamento com LPS ou
SAL no DG16 (n=11-28 por grupo). Dados expressos em média + EPM. Os simbolos
representam significAncia *p<0.05 quando comparados entre os grupos LPS e
controle, #p<0.05 quando comparado entre o grupo NIM e controle.
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Tabela 38 - Analise através do ANOVA de duas vias e do tamanho do efeito através

do teste Gmega-quadrado quanto ao teste de interacao social.

IS ANOVA de duas vias Omega-quadrado

Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 75) = 1,797 NS 0.1841 0,009
Pré-tratamento F (1, 75) = 3,200 NS 0.0777 0,02
Tratamento F (1,75)=3,373 NS 0.0702 0,02

Nota: Tempo (s) de interacdo social (IS) entre os filhotes adultos machos de ratas que receberam LPS
ou SAL no DG16. Valor de p referente a ANOVA de duas vias, e valor de w?referente ao teste
Omega-quadrado sendo os valores obtidos considerados muito pequeno (w? < 0.01), pequeno
(0.01 < w?< 0.06), moderado (0.06 < w?2< 0.14) e grande (w?< 0.14) para o “Omega-quadrado.

Fonte: do autor.
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6.7 RESULTADOS DAS RATAS QUE RECEBERAM PRE-TRATAMENTO COM SAL
OU BET E TRATAMENTO COM LPS OU SAL DURANTE A GESTACAO

6.7.1 Resultados quanto ao desenvolvimento do comportamento doentio

Conforme mostrado no gréafico 33 o BET na dose de 1,3mg/kg foi capaz de
prevenir alguns parametros do comportamento doentio causado pelo LPS na dose de
500 pg/kg no DG16 nas ratas.

Observamos que o BET né&o preveniu a baixa mobilidade das ratas tratadas
com LPS evidenciado pela menor distancia percorrida (cm) no CA durante 5 min 2h
p<0.0001 (n=15-34 por grupo) quando comparadas ao grupo que recebeu pré-
tratamento com BET e tratamento com SAL, porém foi eficiente em prevenir a baixa
mobilidade no teste de CA durante 5 min 6h p<0.05 (n=7-9 por grupo), apos receberam
pré-tratamento com BET e tratamento com LPS quando comparado ao grupo que
recebeu tratamento com LPS. Nao houve diferenca no teste de ingestdo alimentar
durante 6h (n=7-9 por grupo) apds o pré-tratamento com BET e tratamento com LPS
em comparacdo ao grupo LPS. Quanto a ingestdo alimentar durante 24h das ratas
que receberam pré-tratamento com BET e tratamento com LPS, observamos que
houve um aumento na ingestao alimentar destas ratas em comparagéo ao grupo LPS
p<0.0001 (n=15-29 por grupo). No entanto, 0s grupos que receberam pré-tratamento
com BET e tratamento com LPS p<0.0001 ou SAL p<0.0001 perderam peso da
mesma forma que as ratas que receberam LPS p<0.0001 quando comparados ao
grupo controle (n=15-29 por grupo).
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Grafico 33 - Resultado quanto ao desenvolvimento do comportamento doentio das
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Fonte: do autor.
Nota: Resultados quanto a prevencéo do desenvolvimento do comportamento doentio das ratas que

receberam pré-tratamento com SAL ou BET e tratamento com LPS ou SAL no DG16. A)
distancia percorrida (cm) durante no teste de CA 2h 5 min (n=15-34 por grupo), B) ingestao
alimentar durante 24h (g) (n=15-29 por grupo), C) perda ou ganho de peso durante 24h (g) (n=15-
29 por grupo), D) distancia percorrida (cm) no teste de CA 6h (n=7-9 por grupo) e F) ingestao
alimentar durante 6h (g) (n=7-9 por grupo) das ratas que receberam tratamento no G16 com LPS
ou SAL (n=8-34 por grupo). Dados expressos em meédia + EPM. Os simbolos representam
significncia, **p<0.01, ***p<0.001, ***p<0.0001 quando comparados entre 0s grupos LPS e
controle, $p<0.05, $$$$p<0.0001 quando comparados entre os grupos BET, e comparados aos
grupos LPS e controle.
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Tabela 39 - Andlise através do ANOVA de duas vias e do tamanho do efeito através
do teste dGmega-quadrado quanto ao comportamento doentio das ratas
que receberam pré-tratamento com SAL ou BET e tratamento com LPS
ou SAL no DG16.

CA 2h ANOVA de duas vias Omega-quadrado

Variacéo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interagao F (1, 83) = 0,002767 NS 0.9582 0.006
Pré-tratamento F(1,83)=2,281 NS 0.1347 0.008
Tratamento F (1, 83) = 54,49 wrkx <0.0001  0.37
CA 6h

Variacéo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 29) = 3,098 NS 0.0889 0.02
Pré-tratamento F (1, 29) = 8,646 *x 0.0064 0.10
Tratamento F (1, 29) = 28,65 horkk <0.0001 0.38
IA 6h

Variacéo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 29)=1,390 NS 0.248 0.007
Pré-tratamento F (1, 29) = 0,006628 NS 0.9357 0.01
Tratamento F (1, 29) = 19,00 ok 0.0001 0.35
1A 24

Variagdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 79) = 9,033 *x 0.0036 0.05
Pré-tratamento F (1, 79) =7,001 *x 0.0098 0.03
Tratamento F(1,79) =52,71 Forkk <0.0001 0.32
G/P 24h

Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 78) = 8,891 *x 0.0038 0.05
Pré-tratamento F (1, 78) = 33,20 Fkkk <0.0001 0.21
Tratamento F (1, 78)=40,51 i <0.0001 0.26

Fonte: do autor.

Nota: (CA 2h) distancia percorrida (cm) no teste de campo aberto de 2h durante 5 min (IA 24h), (CA
6h) distancia percorrida (cm) no teste de campo aberto de 6h durante 5 min, (IA 6h) ingestédo
alimentar durante 6h (g), ingestéo alimentar durante 24h (g), (P/G 24h) perda ou ganho de peso
durante 24h (g). Valor de p referente a ANOVA de duas vias, e valor de w? referente ao teste
Omega-quadrado sendo os valores obtidos considerados muito pequeno (w2 < 0.01), pequeno
(0.01 < w?< 0.06), moderado (0.06 < w?2< 0.14) e grande (w?< 0.14) para o “Omega-quadrado.
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6.7.2 Resultados quanto as concentracfes de citocinas no plasma materno, liquido

amniotico e cérebro fetal.

Podemos observar no grafico 34 que a BET foi eficiente em prevenir a elevacao
das concentragfes de citocinas plasmaticas no sangue materno 2h depois receberem
pré-tratamento com BET e tratamento com LPS. Observamos que houve uma reducéo
niveis de TNF-a p< 0.001, IL-6 p<0.05 e IL-1B p<0.01 no plasma das ratas 2h apds
receberem pré-tratamento com BET e tratamento com LPS durante a gestacao,
quando comparados ao grupo LPS (n=6-8 por grupo). Ndo houve deteccdo destas
citocinas no liquido amnidtico e ndo houve diferenca nas concentracdes destas
citocinas no cérebro fetal entre os grupos 2h apds receberem pré-tratamento e
tratamento (n=5-8 por grupo).
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Grafico 34 - Resultados quanto as concentracdes de citocinas plasmaticas das ratas
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Nota: Resultados quanto as concentracdes de citocinas plasméticas A) TNF-a (pg/ml), B) IL-6 (pg/ml)
e C) IL-1B (pg/ml), 2h apdés as ratas receberem pré-tratamento com SAL ou BET e tratamento
com LPS ou SAL no DG16 (n=6-8 por grupo), e do cérebro fetal D) TNF- a (pg/mg de proteina)
E) IL-6 (pg/mg de proteina) e F) IL-1B (pg/mg de proteina) coletados no DG16 2h pos-tratamento
com LPS ou SAL (n=5-8 por grupo). Dados expressos em média + EPM. Os simbolos
representam significancia *p<0.05, ***p<0.001. Quando comparados entre grupo controle e LPS,
$p<0.05, $$p<0.01, $$$p<0.001. Quando comparados entre os grupos BET, os grupos LPS e
controle.
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Tabela 40 - Analise através do ANOVA de duas vias e do tamanho do efeito através

do teste 6mega-quadrado quanto aos niveis de citocinas no plasma e

cérebro fetal 2h ap0s as ratas que receberem pré-tratamento com SAL ou

BET e tratamento com LPS ou SAL no DG16.

(Continua)

ANOVA de duas vias

Omega-quadrado

TNF-a Plasma materno

Variacdo

F (DFn, DFd)

Valor de p

w2

Interacéo
Pré-tratamento

Tratamento

IL-6 Plasma materno

F (1, 25) = 10,09
F (1,25) = 13,71
F (1, 25) = 14,73

*%

**

*k*k

0.0039 0.13
0.0011 0.18
0.0008 0.20

Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 24)=1,413 NS 0.2462 0.009
Pré-tratamento F (1, 24) =7,817 * 0.01 0.15

Tratamento

IL-1B8 Plasma materno

F(1,24)=11,14

**

0.0028 0.22

Variacdo

F (DFn, DFd)

Valor de p

w2

Interacao
Pré-tratamento

Tratamento

F (1, 25) = 4,693
F (1, 25) = 7,320
F (1, 25) = 5,971

*

*

*

0.04 0.08
0.0121 0.13
0.0219 0.10

ANOVA de duas vias

Omega-quadrado

TNF-a Cérebro fetal

Variacdo

F (DFn, DFd)

Valor de p

w2

Interacao

Pré-tratamento

F (1, 23) = 0,3814
F (1, 23) = 5,984

NS

*

0.5429 0.01
0.0225 0.14

Tratamento F (1, 23) = 4,001 NS 0.0574 0.08
IL-6 Cérebro fetal

Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacao F (1, 23) =0,3879 NS 0.5395 0.02
Pré-tratamento F(1,23)=4,734 * 0.0401 0.12
Tratamento F (1, 23)=0,7861 NS 0.3844 0.007
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Tabela 40 - Analise através do ANOVA de duas vias e do tamanho do efeito através
do teste 6mega-quadrado quanto aos niveis de citocinas no plasma e
cérebro fetal 2h ap6s as ratas que receberem pré-tratamento com SAL
ou BET e tratamento com LPS ou SAL no DG16.

(Conclusao)

IL-18 Cérebro fetal

Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéao F (1, 23)=0,4198 NS 0.5234 0.02
Pré-tratamento F (1, 23) = 2,498 NS 0.1277 0.05
Tratamento F (1, 23) = 0,00423 NS 0.9487 0.03

Fonte: do autor.

Nota: Valores de TNF-q, IL-6 e IL-1B no plasma e no cérebro fetal 2h apés o pré-tratamento com SAL
ou BET e tratamento com SAL ou LPS. Valor de p referente a ANOVA de duas vias, e valor de
w? referente ao teste Omega-quadrado sendo os valores obtidos considerados muito pequeno
(w?<0.01), pequeno (0.01 < w?< 0.06), moderado (0.06 < w?< 0.14) e grande (w?< 0.14) para
o “Omega-quadrado.

6.7.3 Resultado quanto a quantificacdo da enzima 11-B hidroxiesteroide
desidrogenase tipo 2 (11B3-HSD-2) na placenta de ratas 6h apds receberem pré-

tratamento com SAL ou BET e tratamento com SAL ou LPS.

Podemos observar no grafico 35 que o ndo houve diferenca entre os grupos
pré-tratados e tratados quanto da concentracdo da enzima 11B3-HSD-2 (n=5-4) na

placenta das ratas apds 6h.



162

Grafico 35 - Quantificagcdo da enzima 11B-HSD-2 na placenta 6h apés o pré-

tratamento com SAL ou BET e tratamento com SAL ou LPS.
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Fonte: do autor.

Nota: Resultado quanto a concentracdo da enzima 11p-HSD-2 na placenta 6h apés as ratas receberam
tratamento com LPS ou SAL no DG16. Dados expressos em média + EPM onde p=0.0735.
Quando comparados ao grupo controle.

Tabela 41 - Analise através da ANOVA de duas vias e do tamanho do efeito através
do teste 6mega-quadrado quanto a quantificagdo da enzima 113-HSD-2

na placenta 6h apos o pré-tratamento com SAL ou BET e tratamento com

SAL ou LPS.
11B-HSD-2 ANOVA de duas vias Omega-quadrado
Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1,17) = 2,267 NS 0.1505 0.05
Pré-tratamento F (1, 17) = 0,0826 NS 0.7772 0.003
Tratamento F(1,17)=3,640 NS 0.0735 0.11

Fonte: do autor.

Nota: Quantificacdo da concentracdo da enzima 113-HSD-2 na placenta 6h apds as ratas receberam
pré-tratamento com SAL ou BET e tratamento com SAL ou LPS no DG16. Valor de p referente a
ANOVA de duas vias, e valor de w?referente ao teste Omega-quadrado sendo os valores obtidos
considerados muito pequeno (w? < 0.01), pequeno (0.01 £ w? < 0.06), moderado (0.06 < w? <
0.14) e grande (w?< 0.14) para o “Omega-quadrado.

6.7.4 Resultado quanto as ratas que receberam pré-tratamento SAL ou BET e

tratamento com LPS ou SAL e abortaram ou néo.
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Conforme demonstrado no grafico 36, dentro dos grupos foi observado que as
ratas que receberam BET+LPS no DG16 abortaram da mesma maneira que as ratas
que receberam BET+SAL. Em contrapartida as ratas que receberam BET+LPS

abortaram menos quando comparadas as ratas que receberam V+LPS.

Dentre as ratas prenhas o numero de abortos do grupo que recebeu BET+LPS
no DG16 4/19=17,39% n=23 quando comparado ao grupo BET+SAL 3/12=20% n=15.
Sendo esta, a relacdo das ratas que sofreram abortos ou ndo, e observamos que as
ratas que receberam BET+LPS tiveram as mesmas chances de abortarem do que as
ratas NIM+SAL, evidenciado pelo ODDS RATIO (OR=0,8421). Porém, as ratas que
receberam BET+LPS tiveram menos chances de abortar que as ratas que receberam
V+LPS conforme evidenciado pelo OR=0,1981.

Grafico 36 - Resultado a razdo quanto ao nimero de aborto ou ndo abortos causados

pelo pré-tratamento com V ou BET e tratamento com LPS ou SAL.
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Fonte: do autor.

Nota: Resultado quanto a razao do nimero de abortos ou ndo abortos causados pelo pré-tratamento
com Veiculo (V) ou BET e tratamento com LPS ou SAL. Dados expressos em valores absolutos
de contingéncia. Os simbolos representam significancia **p<0.01; $$p<0.01 e ODDS RATION
(OR) é a chance de um evento ocorrer.
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Tabela 42 - Analise dos dados de Qui-quadrado das ratas que abortaram ou nao.

BET+V BET+LPS

Abortos 3 4
N&o abortos 12 19

Qui-quadrado Valor de p Odds Ratio 95% IC
x?=0.04111,1 z=0.2028 NS 0.8393 0D=0,8421 0,1978 to 3,822

V+LPS BET+LPS

Abortos 17 4
N&o abortos 16 19

Qui-quadrado Valor de p Odds Ratio 95% IC
x?=6,734, 1 z=2.595 ** 0.0095 0OD=0,7964 0,2817 to 2,180

Fonte: do autor.
Nota: Valores de Qui-quadrado (X2), valores de p mostrando a significancia, valores de odds ratio (OR)
gue é a chance de um evento ocorrer e intervalo de confianga (IC).

6.7.5 Resultado quanto as ratas que receberam pré-tratamento com SAL ou BET e

tratamento com LPS ou SAL durante a gestacao e abortaram

Como apresentado no grafico 37 dentro do grupo das ratas que receberam pré-
tratamento com BET e tratamento com LPS durante a gestacdo e desenvolveram

comportamento doentio, foi observado que algumas ratas abortaram pos-tratamentos.

Observamos que do total de ratas pré-tratadas com BET e tratadas com LPS
durante a gestacdo (n=23) que 17,39% (n=4) abortaram e 82,61% (n=19) levaram a
prenhez a termo. Nao houve diferenca quanto a distancia percorrida (cm) no teste de
CA 2h depois de receberam pré-tratamento com BET e tratamento com LPS. No
entanto, as ratas que as ratas que abortaram tenderam a ingeriram menor quantidade
de alimento durante 24h p<0.0679 e perderam peso em 24h de forma similar em
comparacao as ratas que receberam pré-tratamento com BET e tratamento com LPS

e nao abortaram.
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Grafico 37 - Resultados quanto aos abortos causados pelo LPS de ratas pré-tratadas

com BET.
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Fonte: do autor.

Nota: Resultado quanto aos abortos causados pelo LPS nas ratas que receberam pré-tratamento com
BET, A) distancia percorrida (cm) pelas ratas que sofreram ou ndo aborto no campo aberto 2h
apos receberem pré-tratamento com BET e tratamento com LPS, B) ingestéo alimentar (g) das
ratas que sofreram ou nao aborto, 24h apos receberem pré-tratamento com BET e tratamento
com LPS, C) perda de peso (g) das ratas que sofreram ou nédo aborto, 24h ap6s receberem pré-
tratamento com BET e tratamento com LPS e D) percentual de abortos das ratas que receberam
pré-tratamento com BET e tratamento com LPS (n=23 animais). Dados expressos em média +
EPM.
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Tabela 43 - Andlise através do teste t de student das médias dos valores e do tamanho
do efeito através do teste d de Cohen quanto ao comportamento doentio
das ratas que receberam pré-tratamento com BET e tratamento com LPS
no DG16 e abortaram ou néo.

Abortos Paridas teste t d de Cohen
Média EPM Média EPM Valor de p d Numero
CA 2h 1036 161,2 1020 80,03 NS 0.9327 0.05 n=4-19
IA 24h 15,24 2,456 20,79 1,215 NS 0.0679 1.09 n=4-19
P/G (9) -12 2,483 -10,68 1,182 NS 0.6457 0.26 n=4-19
Ratas que abortaram % 17.4
Ratas que pariram % 82.6

Fonte: do autor.

Nota: (CA 2h) distancia percorrida (cm) no teste de campo aberto 2h durante 5 min (1A 24h), ingestédo
alimentar durante 24h (g), (P/G) perda ou ganho de peso durante 24h (g), e % de ratas que
abortaram ou ndo. Valor de d referente ao teste d de Cohen sendo os valores obtidos
considerados muito pequeno (d < 0.2), pequeno (0.2 <d < 0.5), moderado (0.5 <d < 0.8), grande
(0.8 =d < 1.2), e muito grande (1.2 < d < 2.0).

6.7.4 Resultados quanto ao nascimento da prole de ratas que receberam pré-

tratamento com SAL ou BET e tratamento com LPS ou SAL no DG16.

Como apresentado no grafico 38 observamos que as ninhadas das ratas que
receberam pré-tratamento com BET e tratamento com SAL tenderam a nascer mais
leves em comparacgéo a ninhada de ratas que receberam SAL p=0.0508. O peso dos
filhotes das ratas que receberam pré-tratamento com BET e tratamento com LPS ou
SAL nasceram menores que os filhotes SAL p<0.0001 e LPS p<0.0001. N&o houve
diferenca entre os grupos pré-tratados e tratados quanto ao numero de filhotes
nascidos (n=13-22 por grupo).
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Grafico 38 - Resultados quanto as ninhadas das ratas pré-tratadas com SAL ou BET
e tratadas com LPS ou SAL no DG16.
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Fonte: do autor.

Nota: Resultados das ninhadas quanto ao: A) niamero de filhotes que nasceram, B) peso total da
ninhada (g) no DPN1 e C) peso do filhote (g) no DPN1, de filhotes machos e fémeas de ratas
que receberam pré-tratamento com SAL ou NIM e tratamento com LPS ou SAL no DG16 (n=13-
22 por grupo). Dados expressos em média + EPM. O simbolo representa significancia
$$$$p<0.05 quando comparado entre o grupo NIM e LPS.
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Tabela 44 - Analise através do ANOVA duas vias e do tamanho do efeito através do
teste 6mega-quadrado quanto ao nascimento da prole de ratas que

receberam pré-tratamento com SAL ou BET e tratamento com LPS ou

SAL no DG16.
NFN ANOVA de duas vias Omega-quadrado
Variacéo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interaco F(1,62)=2,178 NS 0.145 0.01
Pré-tratamento F (1, 62)=0,4411 NS 0.5091 0.008
Tratamento F (1, 62) = 0,01405 NS 0.906 0.01
PTN
Variacéo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 61) =2,031 NS 0.1592 0.01
Pré-tratamento F (1, 61) = 6,987 * 0.0104 0.08
Tratamento F (1, 61) =0,2725 NS 0.6036 0.01
PEN
Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F(1,61)=1,841 NS 0.1799 0.006
Pré-tratamento F (1, 61) = 55,73 Forkk <0.0001 0.45
Tratamento F (1, 61) = 2,252 NS 0.1386 0.01

Fonte: do autor.

Nota: (NFN) namero de filhotes que nasceram, (PTN) peso total da ninhada (g) no DPN1 e (PFN) peso
do filhote (g) no DPN1. Valor de p referente a ANOVA de duas vias, e valor de w?referente ao
teste Omega-quadrado sendo os valores obtidos considerados muito pequeno (w? < 0.01),
pequeno (0.01 < w?< 0.06), moderado (0.06 < w?< 0.14) e grande (w?< 0.14) para o “Omega-
quadrado.

6.7.6 Resultados quanto aos cuidados maternos

O gréfico 39 mostra o percentual de tempo gasto cuidando dos filhotes das
ratas que receberam pré-tratamento com SAL ou BET e tratamento com LPS ou SAL.
Observamos que ndo houve diferenca entre os grupos pré-tratados com BET e
tratados com LPS em relacdo ao grupo LPS no cuidado geral da prole no CMT. Nao

houve diferenga entre os parametros, maternos de, “lambendo os filhotes,” “em cifose

alimentando os filhotes”, “sobre os filhotes ndo alimentando”, “em posicdo passiva

alimentando os filhotes”, “construindo o ninho” e “limpando-se”, e da mesma forma no

comportamento na materno geral da prole CNMT, e pelos parametros ndo maternos
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“alimentando-se” e “fora do ninho ndo explorando” em comparagao ao grupo LPS. O
parametro ndo materno “explorando fora do ninho” aumentou em comparagdo ao
grupo LPS p<0.01 (n=9-18).

Grafico 39 - Resultados quanto aos cuidados maternos e ndo maternos de ratas que

receberam pré-tratamento com BET e tratamento com LPS ou SAL

durante a prenhez.
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Fonte: do autor.

Nota: Resultados quanto ao % de tempo gasto com cuidados maternos e ndo maternos com a prole
nos PND2, 3 e 4 das ratas que receberam pré-tratamento com SAL ou NIM e tratamento com
LPS ou SAL no DG16. Parametros maternos: Comportamento materno total (CMT), “lambendo”
os filhotes, em “cifose” amamentado, “sobre os filhotes” ndo amamentando, em posigao
“passiva”, “construindo o ninho” e “limpando-se”. Parametros nao-maternos: Comportamento ndo
materno total (CNMT), “alimentando”, “explorando fora do ninho” e fora do ninho “n&o explorando”
(n=9-18 por grupo). Dados expressos em media + EPM. Os simbolos representam significancia
*p<0.05, **p<0.01 quando comparados entre o grupo LPS e controle, $p<0.05 quando
comparado entre os grupos BET.
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Tabela 45 - Andlise através do ANOVA de duas vias e do tamanho do efeito através
do teste 6mega-quadrado quanto aos cuidados maternos pés-nascimento
da prole de ratas que receberam tratamento pré-tratamento com SAL ou
BET e tratamento com LPS ou SAL no DG16.

(Continua)
CMT ANOVA de duas vias Omega-quadrado
Variacéo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 50) = 2,240 NS 0.1408 0.02
Pré-tratamento F (1, 50) = 0,1500 NS 0.7001 0.01
Tratamento F (1, 50) = 5,023 * 0.0295 0.06
Lamb
Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéao F (1,50)=0,01737 NS 0.8957 0.01
Pré-tratamento F (1, 50) = 0,2001 NS 0.6565 0.01
Tratamento F (1, 50) = 0,1505 NS 0.6997 0.01
Cif
Variagdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 50) =1,451 NS 0.234 0.007
Pré-tratamento F (1,50)=0,7712 NS 0.384 0.003
Tratamento F (1, 50) = 3,916 NS 0.0533 0.05
Sob
Variagdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 50) = 2,679 NS 0.108 0.02
Pré-tratamento F (1, 50) = 1,863 NS 0.1784 0.01
Tratamento F (1, 50) = 2,004 NS 0.1631 0.01
Pass
Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1,50) = 1,864 NS 0.1782 0.01
Pré-tratamento F (1, 50) = 0,2392 NS 0.6269 0.01
Tratamento F (1, 50) = 0,8046 NS 0.374 0.003
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Tabela 45 - Analise através do ANOVA de duas vias e do tamanho do efeito através
do teste 6mega-quadrado quanto aos cuidados maternos pds-nascimento
da prole de ratas que receberam tratamento pré-tratamento com SAL ou
BET e tratamento com LPS ou SAL no DG16.

(Continuacao)

CN

Variagdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéao F (1, 50) =0,1239 NS 0.7264 0.01
Pré-tratamento F (1, 50) = 0,3159 NS 0.5766 0.01
Tratamento F (1, 50) = 0,1636 NS 0.6876 0.01
Limp

Variacio F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéao F (1, 50) = 1,758 NS 0.1909 0.01
Pré-tratamento F (1, 50) = 0,0509 NS 0.8224 0.01
Tratamento F (1, 50) = 3,679 NS 0.0608 0.04
CNMT

Variacéo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 50) = 2,240 NS 0.1408 0.02
Pré-tratamento F (1, 50) = 0,1500 NS 0.7001 0.01
Tratamento F (1, 50) = 5,023 * 0.0295 0.06
Alim

Variacéo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 50) = 6,147 * 0.0166 0.07
Pré-tratamento F (1, 50) = 1,890 NS 0.1753 0.01
Tratamento F (1, 50) = 5,680 * 0.021 0.07
EFN

Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interag&o F (1, 50) = 10,60 * 0.002 0.14
Pré-tratamento F (1, 50) = 0,0909 NS 0.7643 0.01
Tratamento F (1, 50) = 0,2060 NS 0.6519 0.01
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Tabela 45 - Analise através do ANOVA de duas vias e do tamanho do efeito através
do teste 6mega-quadrado quanto aos cuidados maternos pos-nascimento
da prole de ratas que receberam tratamento pré-tratamento com SAL ou
BET e tratamento com LPS ou SAL no DG16.

(Conclusao)

FNNE

Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1,50)=0,1142 NS 0.7368 0.01
Pré-tratamento F (1, 50) =0,0715 NS 0.7902 0.01
Tratamento F(1,50)=2,118 NS 0.1518 0.02

Fonte: do autor.

Nota: Parametros maternos: (CMT) Comportamento materno total, (Lamb) “lambendo” os filhotes, (Cif)
em “cifose” amamentado, (Sob) “sobre os filhotes” ndo amamentando, (Pass) em posi¢ao
“passiva”, (CN) “construindo o ninho” e (Limp) “limpando-se”. Pardmetros ndo-maternos: (CNMT)
comportamento ndo materno total, (Alim) “alimentando”, (EFN) “explorando fora do ninho” e
(FNNE) fora do ninho “n&o explorando”. Valor de p referente a ANOVA de duas vias, e valor de
w? referente ao teste Omega-quadrado sendo os valores obtidos considerados muito pequeno
(w?<0.01), pequeno (0.01 < w?< 0.06), moderado (0.06 < w?< 0.14) e grande (w?< 0.14) para
o “Omega-quadrado.

6.8 RESULTADOS QUANTO O COMPORTAMENTO DOS FILHOTES NA INFANCIA
E ADOLESCENCIA

Conforme apresentado no grafico 40 o pré-tratamento com BET durante a
gestacao preveniu alguns comportamentos tipo-autista, e prejudicou outros da mesma
maneira que os induzidos pelo LPS aplicado durante a gestacdo, em comparacgéo ao
grupo LPS.

Podemos observar no grafico 40 que os filhotes de ratas que receberam pré-
tratamento com BET e tratamento com LPS tendeu a prevenir a reducao nas emissoes
de vocalizagdes ultrassonicas p=0.0653 (n=10-17 por grupo). Nao houve diferenga
significativa entre 0os grupos quanto laténcia para alcancar a por¢do com a maravalha
proveniente do ninho materno no teste de homing (n=9-17 por grupo). Ja no teste de
tabua de buracos observamos uma tendéncia ao aumento do comportamento
repetitivo demostrado pelo aumento no nimero de mergulhos com a cabeca nos
buracos pelos filhotes de ratas que receberam pré-tratamento com BET e tratamento
com LPS p=0.0794 ou SAL p=0.0942 (n=10-26 por grupo), prejudicando o



173

comportamento tipo-repetitivo quando comparado ao grupo SAL. Houve diferenca
entre 0s grupos quanto a de avaliacao de risco no teste de labirinto em cruz elevado.
Os filhotes de ratas que receberam pré-tratamento com BET e tratamento com LPS
p<0.01 ou SAL p<0.05 (n=10-17), reduziram o tempo de exploragcédo no brago aberto
do labirinto em cruz elevado quando comparado ao grupo LPS, porém nao houve
aumento do comportamento de esticar o corpo para avaliar a entrada nos bracos
abertos. N&o houve diferenca na mobilidade entre os grupos conforme mostrado pela
distancia percorrida (cm) no CA durante 5 min (n=9-24 por grupo). Além dos filhotes
de ratas que receberam pré-tratamento com BET e tratamento com LPS p<0.0001 ou
SAL p<0.0001, ganharam menos peso durante o crescimento em comparagao ao

grupo controle (n=7-15 por grupo).
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Grafico 40 - Resultados quanto o comportamento dos filhotes machos durante a
infancia e adolescéncia, filhotes de ratas que receberam pré-

tratamento com BET e tratamento com LPS ou LPS no DG16.
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Fonte: do autor.

Nota: Resultado quanto ao comportamento dos filhotes machos de ratas que receberam pré-
tratamento com SAL ou BET e tratamento com LPS ou SAL no DG16. A) quanto ao: niUmero
de vocalizacdes ultrassbénicas durante 3 min no DPN5, B) laténcia (s) para entrada na por¢ao
com maravalha do ninho no teste de homing no DPN13, C) nimero de mergulhos no teste
de tdbua de buracos no DPN26, D) tempo gasto (s), e E) nUmero de esticadas para entrada
nos bracgos abertos no teste de labirinto em cruz elevado no DPN28, F) distancia percorrida
(cm) no campo aberto no DPN34 e G) curva de crescimento (g) dos filhotes pesados nos
DPNL1, 5, 13, 21, 26 e 34. (n=26-17 animais por grupo). Dados expressos em média + EPM.
Os simbolos representam significancia *p<0.05, **p<0.01 quando comparados entre 0 grupo
e controle, $p<0.05, $$p<0.01, $$$$p<0.0001 quando comparados entre 0s grupos BET e
grupos SAL e LPS.
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Tabela 46 - Andlise através do ANOVA de duas vias e do tamanho do efeito através
do teste 6mega-quadrado quanto ao comportamento dos filhotes na
infancia e adolescéncia, de ratas que receberam pré-tratamento com SAL
ou BET e tratamento com LPS ou SAL no DG16.

(Continua)
Vus ANOVA de duas vias Omega-quadrado
Variagdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 47)=8,215 * 0.0062 0.12
Pré-tratamento F (1, 47)=0,1658 NS 0.6857 0.01
Tratamento F(1,47)=1,513 NS 0.2249 0.008
Homing
Variacéo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F(1,47)=0,1611 NS 0.6899 0.01
Pré-tratamento F (1,47)=0,07003 NS 0.7925 0.01
Tratamento F (1, 47)=6,626 * 0.0133 0.10
B
Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 62) = 6,868 * 0.011 0.07
Pré-tratamento F(1,62)=1,157 NS 0.2863 0.001
Tratamento F (1, 62) =5,156 * 0.0267 0.05
Est LEC
Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 49) = 5,259 * 0.0262 0.07
Pré-tratamento F (1, 49) = 0,6683 NS 0.4176 0.005
Tratamento F (1, 49)=4,373 * 0.0417 0.05
LEC
Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 50) = 3,564 NS 0.0648 0.03
Pré-tratamento F (1, 50) = 6,225 * 0.0159 0.08
Tratamento F (1, 50) = 2,797 NS 0.1007 0.02
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Tabela 46 - Analise através do ANOVA de duas vias e do tamanho do efeito através
do teste 6mega-quadrado quanto ao comportamento dos filhotes na
infancia e adolescéncia, de ratas que receberam pré-tratamento com
SAL ou BET e tratamento com LPS ou SAL no DG16.

(Concluséao)

CA

Variagdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F(1,63)=1,177 NS 0.2822 0.002
Pré-tratamento F (1, 63) =0,3551 NS 0.5534 0.009
Tratamento F(1,63)=1,231 NS 0.2713 0.003

Fonte: do autor.

Nota: (Vus) Vocaliza¢des ultrassdnicas durante 3 min no DPN5, homing no DPN13 (TB) tdbua de
buracos no DPN26, (LEC) labirinto em cruz elevado no DPN28, (CA) distancia percorrida (cm)
no campo aberto no DPN34. Valor de p referente a ANOVA de duas vias, e valor de w?referente
ao teste Omega-quadrado sendo os valores obtidos considerados muito pequeno (w? < 0.01),
pequeno (0.01 <€ w?< 0.06), moderado (0.06 < w?< 0.14) e grande (w?< 0.14) para o “Omega-
quadrado.

Tabela 47 - Analise através do ANOVA de trés vias vias dos valores quanto ao
crescimento dos filhotes na infancia e adolescéncia, de ratas que
receberam pré-tratamento com SAL ou BET e tratamento com LPS ou
SAL no DG16.

Curva de crescimento

Tabela ANOVA de 3 vias F (DEn, DFd) Valor de p

Tempo (dias) F (5, 266) = 4670 *k <0.0001
(SAL vs BET) F (1, 266) = 151,1 ek 20,0001
(SAL vs LPS) F (1, 266) = 6,591 * 0.0108
Tempo (dias)x(SAL vs BET) F (5, 266) = 13,55 *k <0.0001
Tempo (dias)x(SAL vs LPS) F (5, 266) = 0,4569 NS 0.8081
(SAL vs BET)X(SAL vs LPS) F (1, 266) = 1,168 NS  0.2808
Tempo (dias)x(SAL vs BET)x(SAL vs LPS) F (5, 266) = 0,2670 NS  0.9309

Fonte: do autor.
Nota: Curva de crescimento dos filhotes machos avaliadas nos DPN1, 5, 13, 21, 26 e 34 Valor de p
referente a ANOVA de trés vias.
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Conforme demonstrado no gréafico 41 a BET nao foi eficiente em prevenir a
reducao na interacéo entre os filhotes durantes os 10 min no teste de comportamento
de brincar de ratas que receberam tratamento com LPS durante a gestagao.
Observamos que os filhotes de ratas que receberam pré-tratamento com BET e
tratamento com LPS reduziram a interacdo da mesma maneira que p grupo LPS. Esta
diferenca foi evidente entre os grupos pré-tratados com BET e tratados com LPS
quanto aos comportamentos de “solicitar” as brincadeiras p<0.05, “perseguir’ p<0.05
e “explorar’ o oponente p<0.05, quando comparados ao grupo controle. Nado houve
diferenca entre os grupos quanto ao comportamento de “aceitar” as brincadeiras (n=5-

16 por grupo).
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Grafico 41 - Resultados quanto ao comportamento de brincar dos filhotes machos de

ratas que receberam pré-tratamento com BET e tratamento com LPS ou

SAL no DG16.
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Fonte: do autor.

Nota: Parametros observados durante o teste de comportamento de brincar no DPN33 dos filhotes
machos de ratas que receberam pré-tratamento com SAL ou BET e tratamento com LPS ou SAL
no DG16. (n=5-16 por grupo) quanto ao: A) numero de vezes que o filhote “solicitou as
brincadeiras”, B) numero de vezes que o filhote “aceitou as brincadeiras”, C) tempo (s) que o
filhote “perseguiu” o oponente e D) tempo (s) que o filhote “explorou” o oponente. Dados em
média + EPM. Os simbolos representam significancia *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 quando
comparados entre o grupo LPS e controle, $p<0.05 quando comparado entre o grupo NIM e
controle.
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Tabela 48 - Andlise através do ANOVA de duas vias e do tamanho do efeito através
do teste 6mega-quadrado quanto aos parametros no comportamento de
brincar dos filhotes durante a adolescéncia, de ratas que receberam pré-
tratamento com SAL ou BET e tratamento com LPS

Solic ANOVA de duas vias Omega-quadrado
Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacédo F (1, 36) = 0,3517 NS 0.5569 0.01
Pré-tratamento F (1, 36) = 0,3181 NS 0.5762 0.01
Tratamento F (1, 36) = 10,47 *x 0.0026 0.18
AS

Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 36) = 0,5987 NS 0.4441 0.008
Pré-tratamento F (1, 36) = 0,4020 NS 0.53 0.01
Tratamento F (1, 36)=7,478 o 0.0096 0.14
Pers

Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 35) = 5,750 * 0.022 0.06
Pré-tratamento F (1, 35) = 4,289 * 0.0458 0.04
Tratamento F (1, 35) = 16,50 ok 0.0003 0.22
Expl

Variacéo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 36) = 3,753 NS 0.0606 0.05
Pré-tratamento F (1, 36) = 2,069 NS 0.159 0.02
Tratamento F (1, 36) =5,432 * 0.0255 0.08

Fonte: do autor.

Nota: (Solic) numero de vezes que o filhote “solicitou as brincadeiras”, (AS) numero de vezes que o
filhote “aceitou as solicitagdes de brincadeiras”, (Pers) tempo (s) que o filhote “perseguiu” o
oponente e (Expl) tempo (s) que o filhote “explorou” o oponente. Valor de p referente a ANOVA
de duas vias, e valor de w? referente ao teste Omega-quadrado sendo os valores obtidos
considerados muito pequeno (w? < 0.01), pequeno (0.01 < w? < 0.06), moderado (0.06 < w? <
0.14) e grande (w?< 0.14) para o “Omega-quadrado.

6.9 RESULTADOS QUANTO O COMPORTAMENTO DOS FILHOTES DURANTE A
VIDA ADULTA

6.9.1 Resultados quanto a memoéria espacial verificada pelo teste de Barnes
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6.9.1.1 Resultado quanto a aquisicao e reversdo do aprendizado durante os treinos

O grafico 42 mostra a evolucao da aquisicdo de memoéria nos 5 primeiros dias
treinos (dias 1 — 5), e nos 3 dias posteriores do teste de memoria (dias 7 — 9) a
reversao da memoria de aprendizado. A evolucdo do aprendizado € evidenciada pela
reducdo da laténcia para entrada no buraco onde esta a caixa destino. Podemos
observar o pré-tratados e tratados ndo alteraram ao aprendizado espacial do filhote,
demonstrando que, ambos os grupos aprenderam de forma semelhante onde estava
a caixa destino, ndo havendo assim diferenca significativa entre os grupos durante a

aguisicdo da memdria e da reversdo da memoria (n=5-12 por grupo).

Gréfico 42 - Resultados quanto a aprendizado durante os treinos no teste de Barnes
de filhotes de ratas que receberam pré-tratamento com NIM e tratamento
com LPS ou SAL no DG16.
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Fonte: do autor.

Nota: Curva de aprendizado para entrada no buraco com a caixa destino dos filhotes
machos durante a vida adulta, filhotes de ratas que receberam pré-tratamento com
SAL ou BET e tratamento com LPS ou SAL no DG16 (n=5-12 por grupo). O grafico
mostra a laténcia para entrada no buraco com a caixa destino durante os dias de
treino de aprendizado (dias 1, 2, 3, 4 e 5) e reversdo do aprendizado (dias 7, 8 e
9). Dados em média + EPM.
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Tabela 49 - Analise através do ANOVA de trés vias quanto a aquisicao e reversao do

aprendizado durante os treinos.

Treinos de Barnes (aprendizado)

Tabela ANOVA de 3 vias F (DFn, DFd) Valor de p
Tempo (dias) F (4, 185) = 37,84 *rx <0.0001
(SAL vs BET) F (1, 185) = 0,00274 NS  0.9583
(SAL vs LPS) F (1, 185) = 0,3863 NS 0.535
Tempo (dias)x(SAL vs BET) F (4, 185) = 0,1090 NS  0.9793
Tempo (dias)x(SAL vs LPS) F (4, 185) = 1,039 NS  0.3883
(SAL vs BET)X(SAL vs LPS) F (1, 185) = 0,9354 NS  0.3347
Tempo (dias)x(SAL vs BET)X(SAL vs LPS) F (4, 185) = 1,058 NS  0.3787
Treinos de Barnes (reversdo do aprendizado)

Tabela ANOVA de 3 vias F (DFn, DFd) Valor de p
Tempo (dias) F (2, 108) = 31,02 *rxk <0.0001
(SAL vs BET) F (1,108) =0,1323 NS 0.7167
(SAL vs LPS) F (1, 108) = 0,05192 NS  0.8202
Tempo (dias)x(SAL vs BET) F (2,108) =0,2475 NS 0.7812
Tempo (dias)x(SAL vs LPS) F (2, 108) = 0,5493 NS 0.579
(SAL vs BET)X(SAL vs LPS) F (1, 108) = 0,06040 NS  0.8063
Tempo (dias)x(SAL vs BET)x(SAL vs LPS) F (2, 108) = 0,1449 NS  0.8652

Fonte: do autor.
Nota: Aprendizado durante o teste de Barnes durante os dias 1 — 5 e reversdo do aprendizado durante
os dias 7 — 9. Valor de p referente a ANOVA de trés vias.

6.9.1.2 Resultados quanto ao aprendizado da localizac&o da caixa destino.

O grafico 43 apresenta os parametros observados no 6° dia durante o teste de

aprendizado quanto a localizagéo da caixa.

Observamos que ndo houve diferenca quanto a memoria espacial de

aprendizado dos filhotes adultos dos grupos pré-tratados e tratados.

N&o houve diferenca quanto a distancia percorrida no aparato, laténcia para
chegada ao buraco alvo, o tempo de exploracdo do quadrante onde esta localizado o
buraco alvo, a frequéncia de exploracdo dos buracos deste quadrante, o tempo de
exploragéo do buraco alvo e o numero de vezes que exploram os buracos errados no

dia do teste entre os grupos durante o 1 min e 30 seg de teste, com excecéo da
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frequéncia de exploracdo do buraco alvo que foi menor no grupo que recebeu BET e
LPS p<0.05, (h=7-16 por grupo).

Gréfico 43 - Resultados dos parametros avaliados no teste de aprendizado no dia 6
no teste de Barnes pelos filhotes de ratas que receberam pré-tratamento
com BET e tratamento com LPS ou SAL no DG16.
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Fonte: do autor.

Nota: Parametros avaliados no dia do teste de aprendizado (dia 6) no teste de Barnes dos filhotes
machos durante a vida adulta filhotes de ratas que receberam pré-tratamento com SAL ou BET
e tratamento com LPS ou SAL no DG16 (n=5-12 por grupo) quanto a: A) distancia percorrida
(cm), B) laténcia para exploracdo do buraco alvo, C) exploragdo (s) no quadrante alvo, D)
frequéncia de exploracdo dos buracos no quadrante alvo, E) exploragéo (s) do buraco alvo, F)
frequéncia de exploracao do buraco alvo, e G) nimero de vezes que frequentou o os buracos
errados. Dados em média + EPM.
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Tabela 50 - Analise através do ANOVA de duas vias e do tamanho do efeito através

do teste 6mega-quadrado quanto ao aprendizado da localizacédo da caixa

destino.
(Continua)

Dist ANOVA de duas vias Omega-quadrado
Variagdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 38) = 2,547 NS 0.1188 0.03
Pré-tratamento F (1, 38) =0,1240 NS 0.7267 0.02
Tratamento F (1, 38) =0,7215 NS 0.401 0.006
Lat
Variagdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 37)=0,7335 NS 0.3973 0.006
Pré-tratamento F (1, 37) =0,4970 NS 0.4852 0.01
Tratamento F (1, 37) = 0,2908 NS 0.593 0.01
CQA
Variagdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F(1,37)=1,372 NS 0.249 0.009
Pré-tratamento F (1, 37)=1,263 NS 0.2684 0.006
Tratamento F (1, 37) =0,01310 NS 0.9095 0.02
FQA
Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 37) =0,1623 NS 0.6894 0.10
Pré-tratamento F (1, 37) =5,626 * 0.023 0.10
Tratamento F(1,37)=1,579 NS 0.2168 0.01
CBA
Variagdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F(1,37)=1,112 NS 0.2986 0.002
Pré-tratamento F(1,37)=1,238 NS 0.2731 0.005
Tratamento F (1, 37) =0,2918 NS 0.5923 0.01
FBA
Variagdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacao F (1, 37) =0,4358 NS 0.5133 0.01
Pré-tratamento F (1, 37) =0,2381 NS 0.6285 0.01
Tratamento F (1, 37)=2,048 NS 0.1608 0.02
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Tabela 50 - Andlise através do ANOVA de duas vias e do tamanho do efeito através
do teste 6mega-quadrado quanto ao aprendizado da localizacdo da

caixa destino.

(Conclusao)

Erros

Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 38) = 0,9068 NS 0.347 0.002
Pré-tratamento F (1, 38) = 0,7535 NS 0.3908 0.006
Tratamento F (1, 38) = 0,3787 NS 0.542 0.01

Fonte: do autor.

Nota: (Dist) distancia percorrida (cm), (Lat) laténcia para exploracéo do buraco alvo, (EQA) exploracao
(s) no quadrante alvo, (FQA) frequéncia de exploragdo dos buracos no quadrante alvo, (EBA)
exploracéo (s) do buraco alvo, (FBA) frequéncia de explora¢éo do buraco alvo, e (Erros) nimero
de vezes que frequentou o os buracos errados. Valor de p referente a ANOVA de duas vias, e
valor de w? referente ao teste Omega-quadrado sendo os valores obtidos considerados muito
pequeno (w?< 0.01), pequeno (0.01 < w?< 0.06), moderado (0.06 < w?< 0.14) e grande (w?<
0.14) para o “Omega-quadrado.

6.9.1.3 Resultados quanto a reversao do aprendizado da localizac&o da caixa destino.

O gréfico 44 apresenta os parametros observados no 10° dia durante o teste

de reverséo do aprendizado quanto a localizacao da caixa.

Observamos que ndo houve diferenca quanto a memdéria espacial de reverséo
do aprendizado dos filhotes das ratas que receberam pré-tratamento com BET e

tratamento com LPS ou SAL.

N&o houve diferenca entre os grupos pré-tratados e tratados durante 0 1 mi e
30 seg de teste quanto, a distancia percorrida (cm) no aparato, laténcia para chegada
ao buraco alvo, tempo de exploracéo (s) do quadrante alvo, frequéncia de exploracéo
no quadrante alvo, exploracdo (s) do quadrante oposto, frequéncia no quadrante
oposto, tempo de exploracdo (s) no buraco alvo, exploracdo do buraco alvo,
frequéncia de exploracao do buraco alvo, exploracéo (s) do buraco oposto, frequéncia

do buraco oposto e numero de erros. (n=5-12 por grupo).
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Grafico 44 - Resultados dos parametros avaliados no teste de reversdo do
aprendizado no dia 10 no teste de Barnes pelos filhotes de ratas que
receberam pré-tratamento com BET e tratamento com LPS ou SAL no
DG16.
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Fonte: do autor.

Nota: Parametros avaliados no dia do teste de reversédo do aprendizado (dia 10) no teste de Barnes
dos filhotes machos de ratas que receberam pré-tratamento com SAL e BET e tratamento com
LPS ou SAL no DG16 (n=5-12 por grupo) quanto a: A) distancia percorrida (cm), B) laténcia para
exploracdo do buraco alvo, C) exploracdo (s) no quadrante alvo, D) frequéncia de exploracdo
dos buracos no quadrante alvo, E) exploracdo (s) do quadrante oposto, F) frequéncia de
exploracdo do buraco oposto, G) exploracéo (s) do buraco alvo, H) frequéncia de exploracéo do
buraco alvo, I) exploracdo (s) do buraco oposto, J) frequéncia de exploracdo do buraco oposto,
e G) nimero de vezes que frequentou o os buracos errados. Dados em média + EPM.
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Tabela 51 - Analise através do ANOVA de duas vias e do tamanho do efeito através

do teste Omega-quadrado quanto a reversdo do aprendizado da

localizag&o da caixa destino.

(Continua)
Dist ANOVA de duas vias Omega-quadrado
Variagéo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacao F (1, 38) = 4,419 * 0.0422 0.07
Pré-tratamento F (1, 38) = 0,1593 NS 0.6921 0.01
Tratamento F (1, 38)=0,1176 NS 0.7336 0.01
Lat
Variagéo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 38) =0,1894 NS 0.6659 0.01
Pré-tratamento F (1, 38) =1,487 NS 0.2302 0.01
Tratamento F (1, 38) = 0,0861 NS 0.7707 0.02
CQA
Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interagéo F (1, 37) = 0,8047 NS 0.3755 0.004
Pré-tratamento F (1, 37) = 0,0681 NS 0.7955 0.02
Tratamento F (1, 37)=2,051 NS 0.1605 0.02
FQA
Variagéo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 36) = 0,4999 NS 0.4841 0.01
Pré-tratamento F (1, 36) = 1,662 NS 0.2055 0.01
Tratamento F (1, 36) =1,261 NS 0.2689 0.006
CQO
Variagéo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacao F (1, 36) = 5,459 * 0.0252 0.10
Pré-tratamento F (1, 36) =0,1153 NS 0.7361 0.02
Tratamento F (1, 36) =0,0814 NS 0.777 0.02
FQO
Variagéo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacao F (1, 36) = 6,389 * 0.016 0.12
Pré-tratamento F (1, 36) =0,5776 NS 0.4522 0.009
Tratamento F (1, 36) = 0,8349 NS 0.3669 0.003
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Tabela 51 - Analise através do ANOVA de duas vias e do tamanho do efeito através

do teste dmega-quadrado quanto a reversdo do aprendizado da

localizagéo da caixa destino.

(Continuacéo)

CBA

Variagéo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interagao F (1, 36) = 0,2290 NS 0.6351 0.02
Pré-tratamento F (1, 36) = 0,0451 NS 0.833 0.02
Tratamento F (1, 36) = 0,2194 NS 0.6423 0.02
FBA

Variagéo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 36) = 0,4393 NS 0.5117 0.01
Pré-tratamento F (1, 36) =0,6314 NS 0.432 0.009
Tratamento F (1, 36) = 0,0238 NS 0.8782 0.02
CBO

Variagéo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interagao F (1, 37) = 0,5985 NS 0.4441 0.009
Pré-tratamento F (1, 37) = 0,5985 NS 0.4441 0.009
Tratamento F (1, 37) = 0,6055 NS 0.4414 0.009
FBO

Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 36) = 1,559 NS 0.2199 0.01
Pré-tratamento F (1, 36) = 0,8030 NS 0.3762 0.004
Tratamento F (1, 36) = 0,1060 NS 0.7467 0.02
Erros

Variagéo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 38) = 0,0100 NS 0.9205 0.02
Pré-tratamento F (1, 38) =0,3729 NS 0.5451 0.01
Tratamento F (1, 38) =0,1519 NS 0.6989 0.02
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Tabela 51 - Analise através do ANOVA de duas vias e do tamanho do efeito através
do teste dmega-quadrado quanto a reversdo do aprendizado da

localizagéo da caixa destino.

(Concluséao)

LatBO

Variagéo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 36) = 0,7247 NS 0.4002 0.0
Pré-tratamento F (1, 36) = 0,0426 NS 0.8376 0.0
Tratamento F (1, 36) = 0,9999 NS 0.324 0.0

Fonte: do autor.

Nota: (Dist) distancia percorrida (cm), (Lat) laténcia para exploragédo do buraco alvo, (EQA) exploracéo
(s) no quadrante alvo, (FQA) frequéncia de explora¢do dos buracos no quadrante alvo, (EQO)
exploracédo (s) do quadrante oposto, (FQO) frequéncia de explora¢éo do buraco oposto, (EBA)
exploracéo (s) do buraco alvo, (FBA) frequéncia de exploracdo do buraco alvo, (EBO) exploragéo
(s) do buraco oposto, (FBO) frequéncia de explora¢do do buraco oposto, (Erros) nimero de
vezes que frequentou o os buracos errados e (LatBO) laténcia para exploracéo do buraco alvo.
Valor de p referente a ANOVA de duas vias, e valor de w? referente ao teste Omega-quadrado
sendo os valores obtidos considerados muito pequeno (w? < 0.01), pequeno (0.01 < w?< 0.06),
moderado (0.06 < w?< 0.14) e grande (w?< 0.14) para o “Omega-quadrado.

6.9.2 Resultados quanto ao teste de CA durante 20 min para verificacdo do

comportamento tipo-ansioso.

No grafico 45 apresentado podemos observar que o pré-tratamento com BET
preveniu em alguns aspectos 0s prejuizos aos filhotes adultos causados pelo LPS
guando aplicado nas ratas durante a gestacdo, porém a BET causou outros prejuizos
nos filhotes adultos de ratas que receberam LPS ou SAL, quando comparados ao

grupo controle.

Observamos que o BET preveniu a redugdo na disténcia percorrida (cm)
durante 20 min pelos animais que receberam tratamento com LPS p<0.05 e SAL
p<0.0001, e da mesma forma preveniu a reducdo da distancia percorrida nos tempos

de 0-5 min p<0.0001 e 5 a 10 min p<0.01 em comparacao ao grupo LPS.

N&o houve diferenca quanto ao tempo (s) de exploragcéo do centro do aparato
e ndo houve diferenca quanto ao numero de cruzamentos para o centro do aparato
durante 20 min. Da mesma maneira, ndo houve diferenga quanto ao tempo (s) de
exploracéo do centro do aparato a cada 5 min e nimero de cruzamentos para centro

do aparato a cada 5 min, quando comparados ao grupo LPS (n=8-22 por grupo).
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O pré-tratamento com BET nao foi capaz de reverter o comportamento tipo-

ansioso causado pelo LPS, conforme demonstrado pelo efeito anti-tigmotatico.
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Grafico 45 - Resultados dos parametros avaliados durante o teste de campo aberto
de 20 min pelos filhotes de ratas que receberam pré-tratamento com BET
e tratamento com LPS ou SAL no DG16.
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Fonte: do autor.

Nota: Resultados quanto aos parametros avaliados no dia do teste CA durante 20 min dos
filhotes machos adultos de ratas que receberam pré-tratamento com SAL e NIM e
tratamento com LPS ou SAL no DG16 (n=8-22 por grupo) quanto ao: A) efeito anti-
tigmotético, B) distancia percorrida (cm), C) tempo de exploragdo no centro do aparato e
D) nimero de cruzamentos para o centro do aparato, parametros avaliados no dia do
teste CA a cada 5 min e durante 20 min E) distancia percorrida (cm), F) tempo de
exploragdo no centro do aparato e G) nimero de cruzamentos para o centro do aparato
Dados em média + EPM. Os simbolos representam significAncia *p<0.05, **p<0.01,
***n<0.001 quando comparados entre os grupos LPS e controle, $p<0.05, $$p<0.01,
$$$5p<0.0001 quando comparado entre os grupos BET, e grupos LPS e controle.
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Tabela 52 - Analise através do ANOVA de duas vias e do tamanho do efeito através
do teste 6Gmega-quadrado quanto ao teste de CA durante 20 min para

verificacdo do comportamento tipo-ansioso.

EAT ANOVA de duas vias Omega-quadrado
Variacéo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacao F (1, 61) = 5,837 * 0.0187 0.06
Pré-tratamento F(1,61)=1,285 NS 0.2614 0.003
Tratamento F (1, 61) = 2,258 NS 0.1381 0.01
Dist

Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F(1,61)=11,48 *x 0.0012 0.11
Pré-tratamento F (1, 61) = 7,098 *x 0.0099 0.06
Tratamento F (1, 61) = 3,159 NS 0.0805 0.02
EC

Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 61) =5,837 * 0.0187 0.06
Pré-tratamento F(1,61)=1,285 NS 0.2614 0.003
Tratamento F (1, 61) = 2,258 NS 0.1381 0.01
FCC

Variacéo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 61) =5,165 * 0.0266 0.05
Pré-tratamento F (1, 61) =0,3984 NS 0.5303 0.008
Tratamento F(1,61)=2,977 NS 0.0895 0.02

Fonte: do autor.

Nota: (EAT) efeito anti-tigmotatico, (Dist) distancia percorrida (cm), (EC) tempo de exploracao no centro
do aparato e (FCC) frequéncia de cruzamentos para o centro do aparato. Valor de p referente a
ANOVA de duas vias, e valor de w?referente ao teste Omega-quadrado sendo os valores obtidos
considerados muito pequeno (w? < 0.01), pequeno (0.01 < w? < 0.06), moderado (0.06 < w? <
0.14) e grande (w?< 0.14) para o “Omega-quadrado.
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Tabela 53 - Analise através do ANOVA de trés vias quanto ao resultado do teste de

CA a cada 5 min para verificacdo do comportamento tipo-ansioso.

Distancia percorrida a cada 5 min

Tabela ANOVA de 3 vias

F (DFn, DFd)

Valor de p

Tempo (minutos)

(SAL vs BET)

(SAL vs LPS)

Tempo (dias)x(SAL vs BET)

Tempo (dias)x(SAL vs LPS)

(SAL vs BET)X(SAL vs LPS)

Tempo (dias)x(SAL vs BET)x(SAL vs LPS)

Tempo de exploracdo do centro a cada 5 min

F (3, 240) = 92,40
F (1, 240) = 16,34
F (1, 240) = 6,260
F (3, 240) = 4,155
F (3, 240) = 0,4867
F (1, 240) = 24,99
F (3, 240) = 0,2368

ek <0.0001
e <0.0001

Tabela ANOVA de 3 vias

F (DFn, DFd)

Tempo (minutos)

(SAL vs BET)

(SAL vs LPS)

Tempo (dias (SAL vs BET)

Tempo (dias)x(SAL vs LPS)

(SAL vs BET)X(SAL vs LPS)

Tempo (dias)x(SAL vs BET)x(SAL vs LPS)

Cruzamantos para o centro a cada 5 min

F (3, 244) = 4,577
F (1, 244) = 1,876
F (1, 244) = 3,297
F (3, 244) = 0,0278
F (3, 244) = 2,089
F (1, 244) = 8,531
F (3, 244) = 0,3162

Tabela ANOVA de 3 vias

F (DFn, DFd)

Tempo (minutos)

(SAL vs BET)

(SAL vs LPS)

Tempo (dias)x(SAL vs BET)

Tempo (dias)x(SAL vs LPS)

(SAL vs BET)X(SAL vs LPS)

Tempo (dias)x(SAL vs BET)X(SAL vs LPS)

F (3, 244) = 8,983
F (1, 244) = 0,8250
F (1, 244) = 6,181
F (3, 244) = 1,657
F (3, 244) = 1,236
F (1, 244) = 10,51
F (3, 244) = 0,2354

* 0.0060

*»* 0.0110
NS  0.6360
*Rk 20,0001
NS 0.8662

Valor de p
** 0.0039
NS 0.1721
NS 0.0706
NS  0.9937
NS 0.1022
** 0.0038
NS  0.8137
Valor de p

*k <0.0001
NS 0.3646
* 0.0136
NS 0.1769
NS  0.2973
** 0.0014
NS 0.8716

Fonte: do autor.

Nota: Distancia percorrida a cada 5 min, tempo de exploracdo do centro do aparato a cada 5 min e
frequéncia de cruzamentos para o centro do aparato a cada 5 min durante teste de CA de 20

min. Valor de p referente a ANOVA de trés vias.
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6.9.3 Resultados quanto ao teste de reconhecimento de objetos de 2h e 24h para

verificacdo da memoaria de curto e longo prazo.

No grafico 46 podemos observar que o LPS aplicado nas mées durante a
gestacdo nao alterou a exploracdo dos objetos em 2h e apesar dos animais BET
explorarem mais o novo durante o tempo de 24h p<0.01, ndo houve diferenca quanto
ao indice de reconhecimento. Desta forma, ndo houve diferenca entre os grupos pré-
tratados com SAL ou BET e com entre os grupos tratados com SAL ou LPS.

Grafico 46 - Resultados obtidos durante o teste de reconhecimento de objetos dos
filhotes de ratas que receberam pré-tratamento com SAL ou BET e LPS
ou SAL no DG16.
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Fonte: do autor.

Nota: Resultados quanto aos parametros avaliados nos dias dos testes reconhecimento de objetos de
2 e 24h dos filhotes adultos machos de ratas que receberam SAL ou BET e receberam LPS ou
SAL no DG16 (n=9-9 animais por grupo) quanto ao: A) exploracdo (s) do objeto familiar de 2h,
B) exploracdo (s) do objeto novo de 2h, C) indice de reconhecimento dos objetos de 2h, D)
exploragéo (s) do objeto familiar de 24h, E) exploragdo do objeto novo de 24h e F) indice de
reconhecimento dos objetos de 24h. Dados expressos em média + EPM. Os simbolos
representam significancia **p<0.01 quando comparados entre 0os grupos LPS e controle.
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Tabela 54 - Andlise através do teste ANOVA de duas vias e do tamanho do efeito

através do teste 6mega-quadrado quanto os resultados do teste de

reconhecimento de objetos de 2h e 24h para verificagcdo da memoéria de

curto e longo prazo.

(Continua)
EOF 2h ANOVA de duas vias Omega-quadrado
Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interagao F (1, 44) = 1,908 NS 0.1741 0.01
Pré-tratamento F (1, 44) = 0,3330 NS  0.5668 0.01
Tratamento F (1, 44)=2,139 NS  0.1507 0.02
EON 2h
Variagéo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interagao F(1,44)=1,785 NS 0.1884 0.01
Pré-tratamento F(1,44)=2,710 NS  0.1068 0.03
Tratamento F (1, 44) = 0,6293 NS  0.4319 0.007
IR 2h
Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacao F (1, 35) =0,9785 NS  0.3294 0.0005
Pré-tratamento F (1, 35)=1,848 NS  0.1827 0.02
Tratamento F (1, 35) =0,9785 NS 0.3294 0.0005
EOF 24h
Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 44)=1,702 NS  0.1987 0.01
Pré-tratamento F (1, 44) = 3,398 NS 0.072 0.04
Tratamento F (1, 44) = 1,265 NS  0.2667 0.005
EON 24h
Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 44) = 0,5307 NS  0.4702 0.007
Pré-tratamento F(1,44)=11,32 * 0.0016 0.17
Tratamento F (1, 44) = 6,920 * 0.0117 0.09
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Tabela 54 - Andlise através do teste ANOVA de duas vias e do tamanho do efeito
através do teste 6mega-quadrado quanto os resultados do teste de
reconhecimento de objetos de 2h e 24h para verificagdo da meméria de

curto e longo prazo.

(Concluséao)

IR 24h

Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéao F (1, 44)=0,6731 NS 0.4164 0.007
Pré-tratamento F (1, 44) = 0,05558 NS 0.8147 0.02
Tratamento F (1, 44) = 0,3697 NS 0.5463 0.01

Fonte: do autor.

Nota: (EOF 2h) exploracéo (s) do objeto familiar de 2h, (EON 2h) exploragéo (s) do objeto novo de 2h,
(IR 2h) indice de reconhecimento dos objetos de 2h, (EOF 24h) exploragéo (s) do objeto familiar
de 24h, (EON 24h) exploracdo do objeto novo de 24h e (IR 24h) indice de reconhecimento dos
objetos de 24h. Valor de p referente a ANOVA de duas vias, e valor de w? referente ao teste
Omega-quadrado sendo os valores obtidos considerados muito pequeno (w? < 0.01), pequeno
(0.01 < w?< 0.06), moderado (0.06 < w?2< 0.14) e grande (w?< 0.14) para o “Omega-quadrado.

6.9.4 Resultados quanto ao teste de interacdo social dos filhotes de ratas que

receberam tratamento com LPS ou SAL durante a prenhez

Como apresentado no grafico 46 a BET nao foi capaz de prevenir a reducado na
interacdo social (s) nos filhotes de ratas que receberam tratamento com LPS, como
reduziu a interacdo de ambos os filhotes pré-tratados com BET, e tratados com LPS
p<0.05 ou SAL p<0.05, em comparacao ao grupo controle (n=8-28 por grupo).
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Grafico 47 - Resultados quanto a interacdo social dos filhotes de ratas que receberam

pré-tratamento com BET e tratamento com LPS ou SAL no DG16.
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Fonte: do autor.

Nota: Resultado quanto o tempo (s) de interacdo social entre os filhotes adultos
machos de ratas que receberam pré-tratamento com SAL e BET e tratamento
com LPS ou SAL no DG16 (n=8-28 por grupo). Dados em média + EPM. Os
simbolos representam significancia *p<0.05 quando comparados entre o0s
grupos LPS e controle, #p<0.05 quando comparado entre o grupo BET, e o
grupo LPS e controle.
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Tabela 55 - Analise através do ANOVA de duas vias e do tamanho do efeito através

do teste dGmega-quadrado quanto ao teste de interacdo social.

IS ANOVA de duas vias Omega-quadrado
Variacdo F (DFn, DFd) Valor de p w?
Interacéo F (1, 70) = 3,004 NS 0.0874 0.02
Pré-tratamento F (1,70)=6,676 * 0.0119 0.06
Tratamento F (1,70)=1,682 NS 0.1989 0.007

Fonte: do autor.

Nota: Tempo (s) de interacdo social (IS) entre os filhotes adultos machos de ratas que receberam LPS
ou SAL no DG16. Valor de p referente a ANOVA de duas vias, e valor de w?referente ao teste
Omega-quadrado sendo os valores obtidos considerados muito pequeno (w? < 0.01), pequeno
(0.01 < w?< 0.06), moderado (0.06 < w?2< 0.14) e grande (w?< 0.14) para o “Omega-quadrado.
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7 DISCUSSAO

TEA é um transtorno do neurodesenvolvimento que afeta em maior propor¢éao
individuos do sexo masculino do que feminino, sendo caracterizado por déficits na
comunicacado, interacdo social, dificuldades em avaliar em situacdes de risco,
apresentam movimentos repetitivos e estereotipados, ansiedade, obedecem rotinas
rigidas de comportamento, apresentam interesse restrito a objetos e assuntos, e
respondem de forma exacerbadas a estimulos sensoriais, podendo ser de

sintomatologia leve ou grave, e com ou sem comprometimento intelectual.

No presente estudo visamos elucidar se a ativagdo imunomaterna com LPS em
ratas durante a prenhez pode causar alguns destes comportamentos nos filhotes
machos durante as fases pré-puberes, puberes e vida adulta. E verificar se anti-
inflamatorios aplicados concomitantemente ao LPS podem prevenir ou minimizar

estes comportamentos.

Para este fim, utilizamos anti-inflamatorios ndo esteroidais ou esteroidais para
reverter ou prevenir a ativagdo imunomaterna e/ou minimizar 0s transtornos

neurolégicos que esta pode causar.

Como anti-inflamatorio ndo esteroidal utilizamos o nimesulide (NIM) sendo este
um inibidor seletivo da enzima COX-2 que atua de forma bloquear a sintese de PGE
(DE PAIVA et al, 2010). E Como anti-inflamatério esteroidal utilizamos a
betametasona (BET), um potente inibidor da sintese de fosfolipase A2 (PLA2),
(HANNA; HAFEZ, 2018; LIMA et al., 2017) desta maneira inibindo a liberacao de acido

aracdonico livre (AA), sendo este um precursor das PG.

A PLA2 hidrolisa a o fosfolipidio da membrana liberando acido (AA) que se
difunde pela membrana e pode dar origem a leucotrienos através da via da
lipoxigenase (LOX) ou PG através da via COX, bloqueando de forma n&o seletiva a
sintese de PGE (HANNA e HAFEZ, 2018).

A PGE por sua vez, medeia no SNC os sintomas de comportamento doentio
causados pelo LPS, como febre, hipolocomocéo, anedonia e anorexia (DE PAIVA et
al., 2010; LIMA et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2020).
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Os dados aqui apresentados mostram que as ratas que receberam LPS na
dose de 500ug/kg no DG16 desenvolveram comportamento doentio, evidenciado pela
diminuicdo na locomocédo no teste de CA 2h e 6h, redugdo da ingestao alimentar
durante 6h e 24h e perda de peso 24h apés o tratamento com LPS. Observamos ainda
gue houve uma elevacdo nas concentracdes das citocinas TNF-a, IL-6 e IL-18 no
plasma destas ratas 2h apds o tratamento com LPS quando comparado ao grupo
controle. No entanto ndo houve detec¢do destas citocinas no liquido amnidtico e nao
houve altera¢des nas concentragfes das mesmas no cérebro fetal. Estes achados nos
mostram que as ratas que receberam LPS apresentaram comportamento doentio
caracterizado pela reducdo da locomocdo, anorexia e perda de peso, além do
aumento das concentracfes das citocinas inflamatdrias. Observamos também que
mais da metade das ratas tratadas com LPS durante a gestacdo abortaram e os

filhotes das ratas paridas tenderam a ser menores em comparagao aos controles.

O comportamento doentio € uma constelacdo de sintomas que incluem entre
eles: febre, reducdo da locomocdo, atividade exploratéria, interacdo social, apetite
sexual, anedonia, anorexia, perda de peso, ativacdo do sistema imune e do eixo HHA
(DANTZER, 2004; KLUGER, 1986; OLIVEIRA, 2020; PECCHI et al., 2009; YIRMIYA
et al., 1994). A ativacao do sistema imune causa a elevagado nos niveis de citocinas
plasméticas circulantes, dentre elas TNF-a, IL-6 e IL-13 (ORNOY et al., 2015). A
ativacdo imunomaterna pode ser considerada como fator preponderante para
surgimento de transtornos do neurodesenvolvimento como o autismo (BRAUN et al.,
2019; IZVOLSKAIA et al., 2020; YASUMATSU et al., 2020).

O NIM foi parcialmente eficiente em prevenir os sintomas de comportamento
doentio causados pelo LPS nas ratas prenhas, como reducdo da locomocao no teste
de CA 2h e 6h, perda de peso durante 24h, e elevagcédo da concentracdo plasmatica
de TNF-a no plasma materno. Porém, o NIM néo foi eficiente em prevenir a reducao
da ingestéo alimentar durante 6h e 24h e elevagéo nas concentragdes IL-6 e IL-1B no
plasma materno. E da mesma maneira em reduzir o nimero de abortos, onde quase

metade das ratas pré-tratadas com NIM e tratadas com LPS abortaram.

De forma parecida a BET foi parcialmente eficiente em prevenir os sintomas de
comportamento doentio causados pelo LPS nas ratas prenhas, como reducao da

locomocéo no teste de CA de 6h, reducédo da ingestdo alimentar de 6h e 24h, e
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elevacao das concentracdes plasmaticas das citocinas TNF-a, IL-6 e IL-1B no plasma.
E foi eficiente em reduzir o numero de abortos, onde pouco mais de 17% das ratas
que receberam BET e LPS abortaram. Em contrapartida, as ratas que receberam BET

e SAL ou BET e LPS perderam peso da mesma forma que as ratas LPS durante 24h.

Com relacéo as ninhadas de ratas que receberam BET e SAL e BET e LPS,
estas nao tiveram diferenga quanto ao no numero de filhotes nascidos em comparacéo
ao grupo LPS, porém, estas ninhadas nasceram mais leves e os filhotes nasceram
menores, e continuaram menores durante todo o periodo acompanhado de

crescimento.

Tanto o NIM quanto a BET foram parcialmente eficientes em atenuar os
sintomas de comportamento doentio causados LPS. A PGE talvez ndo seja o Unico
mediador da anorexia, pois observamos que o NIM ndo preveniu totalmente a
anorexia, enquanto a BET sim. N&o podemos afirmar no presente estudo qual citocina

foi a mediadora juntamente com a PGE, e da mesma forma qual foi a via de ativagao.

Apesar de Patterson (2009); Smith (2007), Urakubo (2001), descreveram que
a ativacdo imunomaterna seja responsavel por aumento nas concentracbes de
citocinas no cérebro fetal, e estas por alteracdes no neurodesenvolvimento, nao foi
observado diferenca nas concentracfes das citocinas TNF-a, IL-6 e IL-1 no cérebro
do fetal 2h apdés tratamento com LPS. As citocinas acima descritas nem ao menos
foram detectadas no liquido amniético. Porém, ndo podemos afirmar no presente
estudo que as concentracbes destas citocinas estejam alteradas em tempos

posteriores ao realizado.

Infec¢des pré-natais estdo associadas a eventos adversos que podem causar
transtornos do neurodesenvolvimento, dentre eles restricdo do crescimento fetal e
baixo peso ao nascimento (URAKUBO, 2001). Ativagcao imunomaterna pode causar
distarbios interrompendo fungdes neurais importantes como, gliogénese,
sinaptogénese, proliferacdo, migracdo e neuromodulacdo. (ASHWOOD et al., 2006;
BERBEL., et al 2014). Além de alteracdes dopaminérgicas no hipotalamo (KIRSTEN;
BERNARDI, 2017).

A placenta parece desempenhar um importante papel na mediacdo da

inflamacgéo causada por patégenos, como na mediacao de fatores de transcricdo que
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estdo envolvidos desde a fungéo sinaptica, metabolismo celular e estresse oxidativo
(AL-HADDAD et al., 2019). Aléem do mais, patdogenos podem prejudicar o SNC de
forma indireta potencializando a resposta inflamatoria fetal, ativando astrocitos e
micréglias, e causando liberacéo de citocinas e neurotransmissores ou metabolitos
excitotéxicos (AL-HADDAD et al., 2019).

O receptor TLR-4 esta presente na placenta e parece ser um dos mediadores
da resposta imunomaterna sobre injurias placentarias, estudo com ratos transgénicos
gue ndo expressam TLR-4 demonstraram reposta inflamatoéria reduzida durante a
gestacdo (BROWN et al., 2019; TULINA et al., 2019).

Prejuizos mais severos séo observados no feto masculino como hipdxia cortical
fetal que leva a anomalias comportamentais como, déficit na interacdo social e
aumento do comportamento repetitivo (SECKL e HOLMES, 2007; BRAUN., et al
2019). Da mesma forma, a placenta masculina sofre maior prejuizo em comparagao
a placenta feminina, como diminuigdo do seu crescimento durante injurias (BRAUN.,
et al 2019; SECKL; HOLMES).

No presente trabalho observamos uma tendéncia de redugdo da enzima 11p-
HDS2 na placenta de ratas 6h depois de receberem LPS. A mesma reduc¢éo néo foi
observada nas ratas que receberam BET, e nao foi realizada a quantificacdo nas ratas

gue receberam NIM.

A desregulacéo provocada por estresse imunolégico causado pelo LPS, causa
inibicdo da 11p-HDS2 possibilitando que grandes quantidades de glicocorticéides
atravessem a placenta (FU et al., 2013; SECKL; HOLMES, 2007).

Glicocorticoides sdo de extrema importancia durante a gestacéo preparando o
feto para vida extra-uterina. Porém em niveis acima dos fisiolégicos podem causar
retardo no crescimento fetal (SECKL; HOLMES, 2007; SECKL; MEANEY, 2004).
Glicocorticoides sintéticos atravessam a barreira hemato-placentaria e causam baixo
peso ao nascimento, desregulam o eixo HHA, alteram comportamentos e causam
ansiedade nos filhotes (SECKL; HOLMES, 2007; SECKL; MEANEY, 2004). A
exposicao fetal a esteroides enddogenos ou sintéticos podem causar alteracdes
durante a vida adulta (NAZZARI et al., 2019). Apesar do feto estar protegido da alta

exposicao aos glicocorticoéides pela 113-HDS2 na placenta, um comprometimento
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desta enzima pode trazer consequéncias a longo prazo para o filhote (NAZZARI et al.,
2019).

Houve um maior numero de abortos no grupo de ratas que receberam LPS em
comparacao ao grupo controle. Este numero foi até 15 vezes maior no grupo LPS em
relacdo ao controle. As ratas que receberam NIM+LPS abortaram tanto quanto as
ratas LPS. Ja as ratas que receberam BET+LPS tiveram menos abortos quando
comparadas as ratas que receberam LPS. Demonstrando que a BET preveniu os

abortos, porém causou baixo peso ao nascimento dos filhotes.

A reducdo das concentracdes da 11B-HDS2 estd associada a um maior nimero
de abortos (FU et al., 2019; XU et al., 2013) e glicocorticéides estdo relacionados a
baixo peso ao nascer assim como a reducao no tempo de gestacdo (NAZZARI et al.,
2019; Nl et al., 2018; SECKL e HOLMES, 2007).

Os cuidados recebidos pela prole no inicio da vida sdo de extrema importancia
para um perfeito desenvolvimento do filhote, e podem modular diversos
comportamentos durante toda a vida. O cuidado materno é certamente o mais
importante comportamento entre mae e filhote dentre os mamiferos, garantindo
desenvolvimento e sobrevivéncia da prole (BRIDGES, 2015; MENDES-LIMA et al.,
2017; VILELA; GIUSTI-PAIVA, 2011). O cuidado materno facilita o desenvolvimento
do SNC (CALDJI et al., 1998). Filhotes separados das maes por periodo de 3h dia
durante 2 semanas tiveram respostas aumentadas a dor e reducédo de respostas
noradrenergicas e seratoninergicas. Outros estudos sugerem que ambiente adversos
durante o inicio da vida, influenciam de forma negativa ao longo da vida causando
modificacdes em vias como eixo HHA que regulam diversas respostas fisiologicas
(BERNARDI et al.,, 2010). Da mesma forma, proles de ratas que n&o sdo boas
cuidadoras exibem comportamento tipo-ansioso durante a fase adulta (VITOR-
VIEIRA; VILELA; GIUSTI-PAIVA, 2021).

Com relagcéo aos cuidados maternos, constatamos que as ratas que passaram
pela ativagcao imunomaterna com LPS cuidaram melhor da prole durante os primeiros
dias pés-nascimento. Tanto o NIM quanto o BET nao reverteram o aumento no

cuidado materno.
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O que levou as ratas que passaram pela ativacdo imunomaterna com LPS
terem cuidado melhor da prole segue desconhecido, podemos especular que ratas
gue passam por eventos adversos durante a prenhez tenham mais cuidado com a
prole por medo natural da perda da mesma, e desta maneira tendem a cuidar melhor

tentando dar maior suporte afetivo da mesma forma que maes humanas.

O fato dos filhotes de ratas LPS terem nascido menores ndo responde a
pergunta do porqué destas ratas cuidarem melhor da prole, uma vez que os filhotes
de ratas que receberam BET como pré-tratamento nasceram menores e estas ratas

nao cuidaram da prole da mesma maneira que as LPS.

Quanto ao comportamento dos filhotes, € descrito que o LPS aplicado durante
a gestacao € capaz de alterar o comportamento dos filhotes machos durante a infancia
e adolescéncia (VITOR-VIEIRA; VILELA; GIUSTI-PAIVA, 2021).

O LPS causou sintomas classicos tipo-autista em roedores como reducao da
comunicacao, interacéo entre mée e filhote, interagdo no comportamento de brincar,
aumento do comportamento tipo repetitivo e dificuldade de avaliacdo de o risco
eminente. Nao houve diferenca na distancia percorrida no teste de CA, este é um dado
importante, que nos indica que os animais nao interagiram durante o teste de
comportamento de brincar por falta de interesse, e ndo por baixa locomocao dos

animais.

Um dos sintomas tipicos de autismo é 0 prejuizo na comunicacdo entre 0s
filhotes e a méae (KIRSTEN et al., 2012). Filhotes de roedores nascem com cérebro
imaturo (FLEMING et al., 1999, MEYER et al., 2006), e quando isolados tendem a
reduzir as taxas de vocaliza¢gbes para ndo serem ouvidos por potencias predadores
(SPENCE et al., 2016).

Modelos animais com roedores sao importantes para entendermos a evolugéo
da comunicacdo (RIEDE, 2014). Ratos tem um repertério particularmente rico em
vocalizacdes e tem sido utilizada de forma sistematica como forma de investigacao de
modelos de autismos, e esta parece ser uma forma bastante confiavel para detec¢céo
de déficits de comunicativos em ratos (KAS et al., 2014; REYES et al., 2020).

Percebemos no presente trabalho que os filhotes LPS vocalizaram menos do

que os controle, neste caso os filhotes reduziram a emissdo na vocalizacdo por
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desinteresse em comunicar-se e ndo por considerar o examinador um predador

potencial.

O NIM quando aplicado nas ratas durante a gestacao n&do preveniu a redugao
das vocalizacbes, porém, a BET foi eficiente em prevenir a deficiéncia na

comunicacao dos filhotes.

A reducédo das emissdes de vocalizagbes dos filhotes machos de ratas que
passaram pelo desafio imunomaterno com LPS, era algo esperado pois, varios
estudos anteriores demonstraram que modelos de TEA em roedores tem sua
comunicacdo prejudicada (KIRSTEN et al., 2012, VIEIRA; VILELA; GIUSTI-PAIVA,
2021; YASUMATSU et al., 2020). Estudos com modelos que utilizaram VPA durante
a gestacdo demonstraram que houve reducdo na quantidade de vocaliza¢des emitidas
pelos filhotes (GZIELO et al., 2020; SERVADIO et al.,, 2016). De maneira similar
modelos com LPS em doses diferentes e em dias diferentes de gestacdo também
demonstraram comunicagao prejudicada dos filhotes (KIRSTEN et al., 2012,
YASUMATSU et al., 2020).

O teste de homing explora de forma natural a motivacéo do filhote por manter
contato com sua mée e o ninho (MIKULECKA et al., 2014).

No teste de homing os filhotes de ratas LPS levaram mais tempo para
chegarem até a por¢cdo com maravalha do ninho materno. O NIM ou BET aplicados
durante a gestacdo ndo preveniram a reducdo do tempo para chegada até a

maravalha materna.

O afastamento do ninho traz consequéncias graves e adversas para os filhotes,
assim é de grande importancia que os filhotes reconhecam e sigam pistas olfativas
deixadas pela mé&e e reconhe¢cam o cheiro do ninho materno. (FOLEY et al., 2014;
MELANCIA et al., 2017; VITOR-VIEIRA; VILELA; GIUSTI-PAIVA; 2021).

Em outro modelo de autismo com VPA foi observado da mesma forma um maior
tempo para entrada na por¢ado com maravalha do ninho durante o teste de homing
(SERVADIO, 2016). O prejuizo de discriminacao olfativa causado pelo LPS pode ser
uma das causas da incapacidade dos filhotes de reconhecerem o cheiro do ninho
(KIRSTEN et al., 2011; VITOR-VIEIRA; VILELA; GIUSTI-PAIVA, 2021).
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Um dos comportamentos tipicos de TEA sdo 0s comportamentos tipo-
repetitivos e estereotipados (MARKRAM et al., 2008; SERVADIO et al., 2015). O teste
de tabua de buracos descrito em 1962 por Boisser e Simon, teve como objetivo avaliar
a motivagdo do roedor por explorar novos ambientes (KUMAR; SHARMA, 2016b;
TAKEDA et al., 1998), bem como analisar movimentos repetitivos e estereotipados
(BATISTA, 2018; MARTIN et al., 2010; SERVADIO et al, 2016).

Durante o teste de tdbua de buracos, observamos um maior nimero de
mergulhos realizados pelos filhotes LPS. Este dado sugere que estes filhotes tiveram
comportamento tipo-repetitivo e estereotipado (VITOR-VIEIRA; VILELA; GIUSTI-
PAIVA, 2021). Outros pesquisadores encontraram resultados semelhantes em
modelos com VPA (SERVADIO, 2015), de restricdo proteica durante a gestacao
(BATISTA, 2018) de obesidade por reducédo de ninhada (NOVAIS et al., 2021) e por
estresse materno (CHAGAS et al., 2021).

O NIM preveniu o comportamento tipo-repetitivo causado pelo LPS aplicado
durante a gestacdo, em contrapartida a BET além de ndo prevenir acentuou estes

comportamentos nos filhotes.

O teste de labirinto em cruz elevado aproveita-se do medo natural dos roedores
por lugares abertos e altos, evocando medo e conflito nos animais em relacdo ao

explorar um ambiente novo ou de esconder-se (PELLOW et al., 1985).

Os filhotes de ratas LPS néo avaliaram o risco em se expor a um ambiente novo
e desconhecido evidenciado pela redu¢do no niumero de esticadas antes de entrarem
e permanecerem por mais tempo nos bragos abertos do labirinto em cruz elevado. A
dificuldade de avaliacdo de risco € um sintoma tipico de autismo (VITOR-VIEIRA,
VILELA; GIUSTI-PAIVA, 2021). Pesquisadores utilizando roedores autistas knock-out
também encontraram déficits de avaliagdo de risco nestes animais (ORON et al.,
2019). O quando aplicado nas ratas prenhas, o NIM n&o preveniu estes sintomas de
entradas e esticadas, ja a BET quando aplicada nas ratas prenhas preveniu o
comportamento de entradas no brago aberto mas ndo as esticas, evidenciando

dificuldades de avaliagéo de risco nos dois grupos.

Muitos pesquisadores descrevem resultados diferentes em modelos com VPA
(KUMAR; SHARMA,20164a; b.; SERVADIO et al., 2016) e LPS (DEPINO et al., 2015;
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KIRSTEN et al., 2010). Estes relataram que roedores autistas tendem a explorar
menos os bracos abertos do labirinto em cruz, e desta maneira sugerem um aumento
do comportamento tipo-ansioso. Porém, estes pesquisadores nao relatam as
esticadas que demonstram a avaliacdo de risco feita pelo animal antes da entrada nos
bracos abertos (VITOR-VIEIRA, VILELA, GIUSTI-PAIVA, 2021).

O comportamento de brincar € provavelmente o evento mais importante
durante a infancia de mamiferos. E sabido que todos mamiferos brincam durante a
infancia, desde os maiores, como baleias e elefantes, até os menores como roedores.
Através das brincadeiras os filhotes adquirem habilidades sociais e cognitivas as quais
seréo importantes durante toda a vida (VANDERSCHUREN et al., 2016). No caso dos
roedores, o comportamento de brincar inicia-se com a solicitagado da brincadeira por
parte de um dos filhotes e a aceitacdo por parte do outro filhote, que caso aceite da
continuidade a brincadeira. Perseguicao e exploracdo social do oponente também séo
parametros de interacdo social neste contexto (VANDERSCHUREN; TREZZA, 2014,
VANDERSHUREN et al., 2016).

Os filhotes de ratas LPS interagiram menos em comparagao ao grupo controle.
O quando aplicada durante a gestacéo, o NIM preveniu a redugédo no comportamento
de brincar. Porém, a BET além de nado prevenir, na verdade causou tanto prejuizo
guanto o LPS. O comportamento de brincar talvez seja o teste mais relevante em

modelos translacionais de TEA.

Vitor-Vieira e colaboradores em 2021 demonstraram que areas da amigdala
estdo mais ativadas durante o comportamento de brincar, além de haver uma menor

ativacdo de areas como nucleo accumbens e cortex cingulado.

Déficits de interacdo social sdo sintomas tipicos de TEA, incluindo desde
dificuldades em iniciar e aceitar brincadeiras, e quando aceitam envolvem-se de forma
passiva, e muitas das vezes de forma estereotipadas (MELANCIA et al., 2017,
VARDERSCHUREN; TREZZA, 2014; VARDERSCHUREN et al., 2016).

Pesquisadores com o uso de outros modelos de indugéo de TEA encontraram
resultados semelhantes como diminuicéo na interacéo social (CHAGAS et al., 2021,
CHOMIAK et al., 2010; MARKRAM et al., 2008; NOVAIS et al., 2021; TAYLOR et al.,
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2012), e diminuicdo das solicitacbes das brincadeiras (GZIELO et al., 2020;
SERVADIO et al., 2016; VITOR-VIEIRA; VILELA; GIUSTI-PAIVA, 2021).

O desenvolvimento natural do comportamento social em roedores, mostram
gue o comportamento de brincar € parte integrante do desenvolvimento de habilidades

sociais, cognitivas, motoras e emocionais (VANDERSCHUREN et al., 2016).

O teste de Barnes foi descrito pela primeira vez em 1979 por Carol A. Barnes
sendo um teste baseado em terra seca para avaliacdo da memoria espacial e
aprendizado (PITTS, 2018). Apresenta semelhanca com o labirinto aquatico de Morris
(MORRIS, 1984), utilizando pistas visuais para orientacao espacial, porém sem o fator
aversivo e estressante da agua, e sem o medo de se afogar. Consiste de uma
plataforma plana e levada com 20 buracos laterais, onde um deles tem uma caixa de
escape, e uma luz forte (500W) é ligada sobre o aparato. Ambientes abertos e

iluminados por si s6 ja sao aversivos para roedores (PITTS, 2018).

Durante os dias de treino de aprendizado do dia 1 ao 5, notamos que ambos
0s grupos aprenderam de forma similar o caminho para a caixa destino, e da mesma
durante o treino de reversdo do aprendizado dos dias 7 ao 9, indicando que estes

animais ndo tem comprometimento da memoria de aprendizado espacial.

Durante o teste de aprendizado realizado no 6° dia pds-treinos, também nao
houve diferenca quanto a memoéria de onde estava a caixa destino. Ja no 10° dia
durante o teste de reversdo do aprendizado quando a caixa € mudada de lugar,
observamos que os filhotes adultos de ratas LPS tenderam a buscar o buraco onde

estava a caixa anteriormente.

O comportamento dos filhotes LPS durante o teste no dia 10, demonstra que
estes animais tenderam a procurar a caixa onde ela estava anteriormente, revelando
um comportamento restrito e uma deficiéncia em adquirir novas memorias (GAWEL
et al., 2018).

Com relacgéo aos filhotes adultos de ratas que receberam pré-tratamentos NIM,
notamos que houve um aumento na exploragcéao e frequéncia do buraco oposto dos
animais controle, porém por serem controles de pré-tratamento sdo dados sem
relevancia neste trabalho. E da mesma maneira o comportamento dos filhotes adultos

de ratas BET no teste de Barnes nao foi diferente dos outros grupos.
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O CA descrito em 1934 por Hall, é utilizado para verificacdo da atividade
exploratdria e de ansiedade em roedores (PRUT; BELZUNG, 2003). A ansiedade &
um dos sintomas mais frequentes entre individuos autistas (DSM-5, 2013; SOUTH et
al., 2011). E muito bem conhecido que ativagdo imunomaterna cause comportamentos
tipo ansioso na prole de roedores (DEPINO et al., 2015; PENTEADO et al., 2014)

As paredes da arena do CA fornecem certa seguranga para os roedores que
aproveitam desta para se locomover e se proteger, essa movimentagdo em contato
com as paredes € chamada de tigmotaxia (LAMPREA et al., 2008; PRUT; BELZUNG,
2003). Uma maior exploracdo do centro do aparato esta relacionada como a uma
atividade ansiolitica, e de forma contraria, hipomobilidade e reducdo da atividade
exploratéria € indicativo de uma atividade ansiogénica (PRUT; BELZUNG, 2003)
Modelos de ansiedade em roedores que utilizam do CA sao conhecidos e muito bem
estabelecidos na literatura (LAMPREA et al., 2008; PRUT; BELZUNG, 2003).

O LPS quando aplicado em ratas durante a gestagcdo causou comportamentos
tipo ansioso na prole (DEPINO et al., 2015; PENTEADO et al., 2014). E de forma
semelhante em modelos com VPA (KATAOKA et al., 2011).

Dados semelhantes em modelos diferentes de indug¢éo do autismo corroboram
com nosso estudo onde os filhotes durante a vida adulta tiveram comportamentos tipo
ansioso (HANSWIJK et al., 2020).

O teste de CA de 20 min mostrou que filhotes machos de ratas que receberam
LPS, quando adultos sdo mais ansiosos, como demonstrado pelo efeito anti-
tigmotético, pela reducdo do tempo e frequéncia de cruzamentos para o centro do
aparato, e também parecem ter comportamentos tipo depressivos, evidenciado pela
menor distancia percorrida durante o teste. A NIM preveniu a reducdo da distancia
percorrida, porém nao eficaz em prevenir o comportamento tipo ansioso. Da mesma
maneira a BET foi capaz de prevenir a reducéo da distancia percorrida, mas nao os

outros parametros.

A ansiedade é um dos sintomas mais frequentes entre individuos autistas
(AMARAL et al., 2008; DSM-5, 2013; SOUTH et al., 2011; UMEDA et al., 2010). E
muito bem descrito que ativagcdo imunomaterna cause comportamentos tipo ansioso
em roedores (HANSWIJK et al., 2020).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hanswijk%20SI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32824000
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hanswijk%20SI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32824000

209

Como o LPS afeta o SNC do filhote ainda € uma incognita, mas sistemas
seratoninérgicos parecem ser afetados durante a ativagcdo imunomaterna durante a
gestacdo (HANSWIJK et al., 2020) Alteracbes no sistema seratoninérgico podem
causar comportamentos tipo ansioso, depressivo e autista em modelos de roedores
(HANSWIJK et al., 2020; MAROTTA et al., 2020; WOHR; SCHWARTING, 2013).

O teste de reconhecimento de objetos visa avaliar a memoria de
reconhecimento de dos roedores. Primeiramente é apresentado dois objetos idénticos
ao animal, 2h depois troca-se um dos objetos por outro diferente e 24 depois troca
aguele objeto diferente por outro diferente novamente, um mesmo objeto é deixado
desde o primeiro momento. Roedores tendem sempre a explorar objetos novos
(BATISTA etal., 2018; GRAYSON et al., 2014; LIM et al., 2005), quando estes animais
nao exploram objetos novos denota-se uma dificuldade destes animais em se
lembrarem do objeto ja explorado (GRAYSON et al., 2014, NOVAIS et al, 2021).

Observamos que os animais filhotes de ratas LPS tenderam a explorarem
menos o objeto novo indicado pelo indice de reconhecimento, porém exploram mais

0 objeto conhecido no tempo de 2h.

Estes animais podem néo ter déficit de memoria e sim o comportamento de
interesse restrito por algo. Interesse restrito € um comportamento tipico de individuos
autistas (BATISTA et al., 2018; DSM-5, 2013).

Da mesma maneira, animais LPS tenderam a exploram menos o0 objeto novo
indicado pelo indice de reconhecimento 24h depois de serem apresentados o0s objetos
aos animais. Outros pesquisadores encontraram dados parecidos com outros

modelos de inducéo de autismo em roedores (NOVAIS et al., 2021).

Individuos autista reconhecem objetos e tendem a ndo procurar por novos
objetos quando diante de um objeto ja conhecido, desta forma mostrando interesse
restrito por aquele objeto (BATISTA et al., 2018). No entanto criancas autistas tendem
a ter dificuldades em reconhecer rostos humanos (GRAYSON et al., 2014). No caso
dos roedores, uma das formas de interagdo com 0s objetos seria através do olfato e
pelas vibrissas, uma vez que estes animais tem visdo deficiente (GRAYSON et al.,
2014). N&o houve diferenca quanto os grupos NIM. Apesar de haver uma maior

exploracéo do objeto novo no tempo de 24h pelos animais BET, o0 mesmo nao foi


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hanswijk%20SI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32824000
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observado no indice de reconhecimento. Desta forma podemos afirmar que os
animais LPS néo reconheceram o objeto familiar sugerindo déficit de memaria no

tempo de 24h.

Quanto a interacéo social, ja era esperado que estes filhotes adultos de ratas
LPS interagissem menos, uma vez que houve reducdo no comportamento de brincar
durante a fase pubere. Durante o teste de interacdo social durante a vida adulta houve
uma menor interacdo entre os grupos NIM e também entre os BET, uma vez que o
NIM preveniu a reducdo do comportamento de brincar durante a fase pubere nad ha
relacdo com a reducdo durante a fase adulta. Quanto a BET, esta causou reducao
dos parametros até mesmo nos filhotes controle. E provavel que como estes filhotes
durante toda a vida tenham tido comportamentos sociais reduzidos e que este

comportamento se mantivesse durante a vida adulta

Modelos de autismo induzido por VPA encontraram reducao da interacao social
durante a vida adulta (GZIELO et al., 2020), outros modelos também encontraram
reducao na interacéo social (ABRAMOVA, 2020), e da mesma maneira durante o teste
de interacdo em trés camaras com modelo de LPS (OSKVIG et al., 2012). O
desinteresse em interagir com outras pessoas € um sintoma tipico observado em
individuos com TEA (DSM-5, 2013; VANDERSCHUREN et al., 2016).

Ja em relacdo ao medo condicionado ao contexto, observamos que os filhotes
de ratas LPS se mantiveram durante um maior tempo em congelamento e emitiram
mais vocaliza¢es do tipo aversivas. O congelamento € um comportamento natural de
roedores frente ao perigo eminente, € um comportamento tipo defensivo utilizado
como estratégia por varios animais, incluindo os roedores. O estado de congelamento
reflete o medo e aversdo do roedor frente ao perigo. O ato de ficar imével é uma
importante estratégia de sobrevivéncia quando néo se sabe de onde vem o perigo,
caso nao haja algum esconderijo e rota de fuga (ARAKAWA; IGUCHI, 2018). Da
mesma maneira, as vocalizagdes ultrassbnicas de 22kH sdo emitidas em caso de
perigo. A emissdo destas vocalizagOes nesta frequéncia serve de alerta para outros
animas da mesma col6nia (REYES et al., 2020). Neste caso, 0 perigo € a caixa onde
o animal recebeu os choques nas patas. Um maior tempo de congelamento indica que
0 animal se lembra da caixa e que algo aversivo aconteceu a ele naquele lugar. Neste

caso parece que o animal tem a memodria aversiva preservada, por se lembrar do
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ocorrido na caixa. No entanto, a resposta a esta lembranca € algo muito mais

exacerbado. Existe neste caso uma hiperresponsividade ao estimulo aversivo.

O medo € uma resposta fisioldgica a uma ameaca eminente que prepara o
individuo para uma resposta defensiva apropriada como, congelar, lutar ou fugir sdo
respostas associadas a sentimentos afetivos e de pavor em humanos (SUN et al.,
2020).

Ratos exibem uma série chamados diferentes, que variam em intensidade,
volume e complexidade. Estes chamado podem variar de 20KHz a 90Khz, sendo que
os chamados de 22KHz estdo associados a respostas aversivas (REYES et al., 2020).
Desta forma, chamados aversivos parecem ser bons indicadores para expressao da
memoria aversiva em roedores, juntamente com o comportamento de congelamento
expresso durante o medo (REYES et al., 2020; WHOR et al., 2015).

Muitas areas cerebrais estdo envolvidas durante a modulacédo do medo, sendo
a amigdala a principal delas (AINCY et al.,, 2017, ARAKAWA; IGUCHI, 2018;
GIUSTINO; MAREN, 2015; SAH et al., 2008; SOTRES-BOYON et al., 2004; SOUTH
et al., 2011;). A amigdala é uma estrutura complexa que desempenha modulagéo do
medo, durante a aprendizagem, aquisi¢cao e resposta, modula respostas autonémicas
simpaticas mediadas por noradrenalina (NOR), que contribuem aumentando as
respostas ansiogénicas. (AINCY et al.,, 2017; ANISMAN; ZACHARKO, 1986;
ARAKAWA,; IGUCHI, 2018). Filhotes de ratas que receberam LPS durante a gestacéo
apresentam uma maior ativacdo das amigdalas basol-lateral e baso-medial (VITOR-
VIEIRA, VILELA, GIUSTI-PAIVA, 2021).

A inibicdo do cortex pré-frontal também modula o medo condicionado ao
contexto, ratos que sofreram inibicdo coértex pré-frontal expressaram menos 0
comportamento de congelamento em comparagdo a ratos que nao tiveram,
demonstrando assim uma intensa modulacéo cortical antes da modulagédo amigdalar
(GIUSTINO; MAREN, 2015; RESSTEL et al., 2006). Da mesma forma filhotes de ratas
que receberam LPS durante a gestacdo apresentaram menor ativacdo de areas

corticais como cortex cingulado.

Com relacdo aos parametros cardiovasculares, observamos que nédo houve

diferenca entre grupo de filhotes adultos de ratas tratadas com LPS ou controle
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durante a afericdo da PAM basal. No entanto ao serem colocados no aparato de
contencédo, houve uma maior elevacao da PAM dos animais LPS em comparacao aos
controles. J& durante a afericdo da FC, notamos que os animais sairam de uma
condicao basal para uma elevacao dos bpm, porém a elevacao e foi semelhante entre

0S grupos.

O coracéo nao possui a regularidade de metronomo, assim variacoes da FC e
PA sdo comuns e indicam uma habilidade do coragcdo em responder a diversos
estimulos como a estresse fisico e mental, atividade fisica e alteracbes
hemodinamicas (VANDERLEI et al., 2009). Alterac@es fisiolégicas quanto ao estresse
durante a resposta aguda sdo transitrias enquanto resposta a estressores cronicos
sao duradouras ou permanentes. (DO VALE et al., 2019). A respostas ao aumento da

PAM e FC sdo despostas adaptativas ao estresse induzido pela camara de contenséo.

Em modelos utilizando de estresse por choque observou-se que animais que
receberam choque tiveram uma elevacéo na PAM e FC, modulado pela ativacao do
SNA simpatico (RESSTEL et al., 2006). Respostas autondmicas simpaticas sao
comuns em individuos com TEA. Em um estudo de meta-analise foi observado que
bebés com TEA tinha pupilas mais dilatadas, FC e PA mais elevada, além de sudorese
aumentada (VRIES et al., 2020).

No presente estudo, o objetivo foi verificar a resposta cardiovascular ao agente
estressor, neste caso a camara de contencao durante o periodo de estresse, e ndo se
este estresse causa alguma mudanca a curto ou longo prazo nos parametros
cardiovasculares. As alteracfes observadas durante o estimulo estressor mostram
gue animais dos quais as maes passaram por ativacdo imunomaterna durante a
gestacdo respondem de forma exacerbada a estes estimulos. Esta ativacdo simpatica
pode ser devida a um desajuste na atividade de areas moduladas pela resposta
autonémica como locus coeruleos (LC) (FIRMINO et al., 2019; VANDERLEI et al.,
2009). Parte do controle cardiovascular € realizado pelo sistema nervoso autbnomo
(SNA) através dos barorreceptores e quimiorreceptores que levam informacao até as
areas cerebrais e que modulam a atividade simpatica e parassimpatica no NTS
(FIRMINO et al., 2019; VANDERLEI et al.,, 2009). A atividade simpética medeia

importantes circuitos cerebrais através do LC, como ativacdo da amigdala durante o
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estado de medo e ativacdo do hipocampo durante a memoria (AINCY et al., 2017;
ANISMAN; ZACHARKO, 1986; ARAKAWA; IGUCHI, 2018; VRIES et al., 2020).

Respostas ao estresse agudo também causam uma hiperativacao do eixo HHA
(ILLIANO et al., 2020). Alteracdes do eixo HHA e respostas aumentadas sédo sintomas
classicos de autismo (DSM-5, 2013; BERNARDI et al., 2012). Individuos autista
exibem ainda reducéo da atividade do cortex cingulado, desenvolvimento anormal das
amigdalas além de disfuncdo neural desta area (MINSHEN et al., 2010). Em estudos
onde foram observados cérebros de individuos autista post-mortem, encontrou-se um
aumento no numero de neurbnios, no entanto estes apresentavam tamanho menor
(SOSA-DIAS et al., 2014).

No presente estudo observamos uma maior ativacdo neural do LC em animais
LPS durante o teste de estresse por contencdo, evidenciado pelo aumento de
neurdnios imunorreativos para C-fos em comparacgéo aos animais controle. O mesmo

nao foi observado quanto a area do NTS dos animais LPS ou controle.

LC é um centro noradrenérgico de modulacao do estado de alerta e regulacéo
da funcdo autonémica, além de ser responsavel pela resposta ao estresse, e faz
conexdes com hipotalamo, tadlamo e amigdala (BENARROCH, 2018; GASPARINI et
al., 2020; SCHWARZ; LUO, 2015).

O NTS é um conhecido centro de integracao barorreceptora e quimiorreceptora
de aferentes cardiacos (DUAN et al., 2009). Além de ser um centro regulatério de
atividade auton6mica que recebe projecbes de diversas outras areas e sofre
regulacao de varias destas areas (GASPARINI et al., 2020). Sendo o principal centro
regulador cardiovascular sendo modulado por diversas areas. Assim, é esperado que
haja ativacdo parecida desta area entre 0s grupos testados, por ser uma area muito

ampla e com vérios subnucleos que regulam fungdes diversas.

Vitor-Vieira e colaboradores em 2021 observaram uma maior ativacdo de
regides das amigdalas em filhotes de ratas que receberam LPS durante a gestagéo.
A amigdala envia projecbes gabaérgicas para 0 NTS e modula a atividade

cardiovascular desta forma regulando sua ativagdo (SAHA, 2000).

O presente estudo demonstrou que ativagdo imunomaterna com LPS no GD16

na dose 500ug/kg causa comportamento doentio nas ratas evidenciado pelo aumento
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das citocinas circulantes no plasma, e levou ao comprometimento dos filhotes machos
com sintomas tipo-autista durante a infancia como, diminuicdo na comunicacao do
filhote com sua mée, reducéo da interacao filhote-ninho, aumento de comportamento
tipo-repetitivo, reducdo da interagcdo social. O NIM preveniu 0s sintomas
comportamentais do comportamento doentio, mas ndo as alteracbes das
concentrac@es de citocinas. Por outro lado, a BET foi ainda mais eficiente em prevenir

0s sintomas e as altera¢gdes das concentracdes de citocinas.

O LPS tendeu a reduzir a expressao da enzima 11B-HSD-2 na placenta 6h apds
0 tratamento, enquanto a BET ndo alterou a expressdo desta enzima, e causou
abortos em mais de 50% das ratas tratadas, o que néo foi prevenido pela NIM, mas
foi sim prevenido pela BET, e causou ainda reducéo do peso dos filhotes que néo foi
observado apds o pré-tratamento com NIM, porém tanto o tratamento com LPS quanto

SAL nasceram menores quando a rata recebeu pré-tratamento com BET.

Desta maneira, parece que o estresse causado pela ativagdo imunomaterna e
sua consequente estimulacdo do eixo HHA devem ser a causa dos prejuizos
comportamentais na prole. Em um modelo de inducéo de estresse pds traumatico pré-
natal onde as ratas receberam choques nas patas foi observado um aumento da
expressdo de corticoides plasmaticos e da mesma forma os filhotes tiveram
comportamentos tipo-autista (CHAGAS, 2021).

A reducdo da enzima 11B-HSD-2 na placenta pode estar associada a uma
maior passagem de corticoides pela placenta provocando perda de peso ao nascer e
comportamento tipo-autista e da mesma maneira corticoides exdgenos podem
facilmente passar pela placenta e programar o cérebro do filhote (CHAPMAN;
HOLMES; SICKL, 2013).

Assim, a aplicagdo de corticoide exdgeno provocou prejuizos na prole, como
perda de peso ao nascer e comportamento tipo-autista mesmo este tendo reduzido as

concentracdes de citocinas e atenuando o comportamento doentio nas ratas.
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Figura 6 - Prejuizos causados pelo LPS nas ratas prenhas e na prole.

RATAS PRENHAS
COMPORTAMENTO DOENTIO
PREJUIZO AO NASCER
ALTERACAO DO COMPORTAMENTO MATERNO

FILHOTES PRE-PUBERES E PUBERES
REDUCAO NA COMUNICACAO
PREJUIZO NA DISCRIMINACAO DE ODOR DO NINHO
AUMENTO DO COMPORTAMENTO REPETITIVO
REDUCAO DA AVALIACAO DE RISCO
REDUCAO DA INTERACAO SOCIAL DURANTE O TESTE DE BRINCADEIRAS
CRESCIMENTO

FILHOTES DURANTE A VIDA ADULTA
REDUCAO DA INTERACAO SOCIAL

AUMENTO DO COMPORTAMENTO ANSIOSO

AUMENTO DA RESPOSTA CARDIOVASCULAR DURANTE O ESTRESSE
AUMENTO DA RESPOSTA AVERSIVA DURANTE O ESTRESSE

INTERESSE RESTRITO POR OBJETOS CONHECIDOS E LOCAIS CONHECIDOS
MEMORIA DE DISCRIMINACAO DE OBJETOS

MEMORIA DE ESPACIAL

X [

Fonte: do autor.

Nota: A figura 6 mostrando os prejuizos causados pelo LPS na rata prenha e na prole,
onde o simbolo 4 os prejuizos causados pelo LPS e o representa onde nédo
houve prejuizo.

Figura 7 - Ratas que abortaram

RATAS QUE ABORTARAM
LPS  NIM+LPS BET+LPS
\ MOBILIDADE
7 7 Vv INGESTAO ALIMENTAR
7 b V  PERDA DE PESO

51,52%  45,83% 17,39% ABORTOS

Fonte: do autor.

Nota: A figura 7 mostra a taxa de abortos das ratas que receberam pré-
tratamento e tratamento, onde os simbolos: representam W reducéo
e W ndo houve diferenca.
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Figura 8 - Comparacdo entre os grupos pré-tratados e tratados quanto a prevencao

dos comportamentos nas ratas prenhas e na prole.

RATAS PRENHAS
LPS  NIM+LPS BET+LPS
A v W&  COMPORTAMENTO DOENTIO
7 A WW  PESO AO NASCER
A COMPORTAMENTO MATERNO

FILHOTES PRE-PUBERES E PUBERES
LPS  NIM+LPS BET+LPS
A  COMUNICACAO
DISCRIMINAGAO DE ODOR DO NINHO
7 AAN  COMPORTAMENTO REPETITIVO
W AVALIAGCAO DERISCO
WW  INTERACAO SOCIAL DURANTE O TESTE DE BRINCADEIRAS
WW  CRESCIMENTO

€ €9 € €

FILHOTES DURANTE A VIDA ADULTA
LPS NIM+LPS BET+LPS

\ b WV INTERACAO SOCIAL ADULTO
A 7 COMPORTAMENTO ANSIOSO
A INTERESSE RESTRITO POR OBJETOS CONHECIDOS E LOCAIS CONHECIDOS

MEMORIA DE DISCRIMINACAO DE OBJETOS
MEMORIA DE ESPACIAL

Fonte: do autor.

Nota: A figura 8 mostra a comparacao entre 0s grupos pré-tratados e tratados quanto a prevencgéo dos
comportamentos nas ratas prenhas e na prole, onde os simbolos representacéo: W reducéo, A\
aumento e M ndo houve diferenca.

Figura 9 - Expresséo da enzima 11-B HSD-2 na placenta de ratas que receberam LPS

e que receberam BET+LPS

EXPRESSAO DE 11-f HSD-2
LPS  BET+LPS
7 PLACENTA

Fonte: do autor.

Nota: A figura 9 mostra a expressédo de 11-f HSD-2 na
placenta de ratas que receberam LPS ou
BET+LPS onde, os simbolos representam: W
reducdo e ® ndo houve diferenca.
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8 CONCLUSAO

O presente trabalho demonstrou que o LPS leva a ativagdo imunomaterna e
causa comportamento tipo-autista na prole, e reduz a enzima 113-HSD-2 na placenta,
sendo esta reducao diretamente associada ao aumento no nimero de abortos e baixo

peso ao nascimento.

O tratamento com anti-inflamatorio esteroidal concomitante ao tratamento com
LPS reduziu o numero de abortos, preveniu a redugédo da 113-HSD-2 na placenta,
mas causou reducdo do peso da ninhada, além de causar comprometimentos tipo-
autistas na prole da mesma forma que o LPS. O tratamento com anti-inflamatério ndo
esteroidal ndo previne os abortos, mas previne alguns comportamentos tipo-autistas

na prole.

Desta forma, a desregulacao placentaria durante a injUria parece ser a causa
dos prejuizos comportamentais tipo-autista causado pelo LPS, uma vez que o LPS
causa ativacdo do eixo HHA aumentando a liberacéo de glicocorticoides, e da mesma
maneira, glicocorticoides exdgenos causaram prejuizos na prole da mesma forma que

ativacao imunomaterna pelo LPS.



218

REFERENCIAS

ABRAMOVA, O. V. et al. Social and Cognitive Impairments in Rat Offspring after
Ultrasound-Induced Prenatal Stress. Bulletin of Experimental Biology and
Medicine. v. 168, n. 6, abr 2020. DOI 10.1007/s10517-020-04790-0. Acessado em:
10 jan. 22.

AINCY, M. et al. Synaptic dysfunction in amygdala in intellectual disorder models.
Progress in Neuropsychopharmacology & Biological Psychiatry. v. 84, p. 392-
397, 31 jul 2017. doi:10.1016/}.pnpbp.2017.07.028. Acessado em: 10 jan. 22.

AMARAL, D. G.; SCHUMANN, C. M.; NORDAHL, C. W. Neuroanatomy of autism.
Trends Neurosci, v. 31, n. 3, p. 137-45, mar 2008. ISSN 0166-2236. disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18258309. Acessado em: 10 jan. 22.

ANISMAN, H. e ZACHARKO, R. M. Behavioral and Neurochemical Consequences
Associated with Stressors”. ANNALS NEW YORK ACADEMY OF SCIENCES. Nova
York, v. 467, n. 1, p. 205-225, 1986. DOI:10.111/j.1749-6632.1986.th14630.x.
Acessado em: 10 jan. 22.

ANOMAL, R. F. etal. Impaired Processing in the Primary Auditory Cortex of an Animal
Model of Autism. Front Syst Neurosci. v. 9, p. 158, 2015. ISSN 1662-5137.
Disponivel em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26635548. Acessado em: 10 jan.
22.

AL-HADDAD, B. J. S. et al. The fetal origins of mental illness. American Journal of
Obstetrics & Gynecology. v. 221, n. 6 p. 549-562, jun 20109.
https://doi.org/10.1016/j.2jog.2019.06.013. Acessado em: 10 jan. 22.

ARAKAWA, H e YGUCHI, Y. Ethological and multi-behavioral analysis of learning and
memoryperformance in laboratory rodent models. Neuroscience Research. v. 135, p.
1-12, out 2018. https://doi.org/10.1016/j.jeures.2018.02.001. Acessado em: 10 jan. 22.

ASHDOWN, H. et al. The role of cytokines in mediating effects of prenatal infection
on the fetus: implications for schizophrenia. Mol Psychiatry. v. 11, n. 1, p. 47-55, jan
2006. ISSN 1359-4184. Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16189509. Acessado em: 10 jan. 22.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18258309
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26635548
https://doi.org/10.1016/j.ajog.2019.06.013
https://doi.org/10.1016/j.jeures.2018.02.001
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16189509

219

ASHWOOD, P.; VAN DE WATER, J. A review of autism and the immune response.
Clin Dev Immunol, v. 11, n. 2, p. 165-74, jun 2004. ISSN 1740-2522. Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15330453. Acessado em: 10 jan. 22.

ASHWOOD, P.; WILLS, S.; VAN DE WATER, J. The immune response in autism: a
new frontier for autism research. J Leukoc Biol. v. 80, n. 1, p. 1-15, jul 2006. ISSN
0741-5400 (Print) 0741-5400 (Linking). Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16698940. Acessado em: 10 jan. 22.

BERNARDI, M.M.; KIRSTEN, T.B.; TRINDADE, M.O. Sobre o Autismo,
Neuroinflamacdo e Modelos Animais para o Estudo de Autismo: Uma Reviséo.
Revista Neurociéncias. Sao Paulo. v. 20, nl, p. 117-127, 2012. DOI:
10.34024/rnc.2012.20.8304. Acessado em: 10 jan. 22.

BAHARNOORI, M.; BHARDWAJ, S. K.; SRIVASTAVA, L. K. Neonatal behavioral
changes in rats with gestational exposure to lipopolysaccharide: a prenatal infection
model for developmental neuropsychiatric disorders. Schizophr Bull. Oxford, v. 38, n.
3, p. 444-56, mai 2012. ISSN 1745-1701. Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20805287. Acessado em: 10 jan. 22.

BAHARNOORI, M.; BHARDWAJ, S. K.; SRIVASTAVA, L. K . Effect of maternal
lipopolysaccharide administration on the development of dopaminergic receptors and
transporter in the rat offspring. PLoS One. Sao Francisco, v. 8, n. 1, e54439, 2013.
ISSN 1932-6203. Disponivel em: http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/23349891.
Acessado em: 10 jan. 22.

BARON-COHEN, S. et al. The amygdala theory of autism. Neurosci Biobehav Ver.
v. 24, n. 3, p. 355-64, mai 2000. ISSN 0149-7634. Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10781695. Acessado em: 10 jan. 22.

BARNET, R. Case histories Autism. THE LANCET. Londres, v.387, p.2082, mai 21,
2016. DOI: https://doi.org/10.1016/S0140-6736(16)30530-X. Acessado em: 10 jan. 22.

BARTZOKIS, G. Neuroglialpharmacology: White matter pathophysiologies and
psychiatric treatments. Front Biosci (Landmark Ed). Cingapura, v. 16, p. 2695-733,
jun 01 2011. ISSN 1093-4715. Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21622204. Acessado em: 10 jan. 22.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15330453
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16698940
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20805287
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23349891
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10781695
https://doi.org/10.1016/S0140-6736(16)30530-X
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21622204

220

BATISTA, T. H,; GIUSTI-PAIVA, A.; VILELA, F.C. Maternal protein malnutrition
induces autism-like symptoms in rat offspring. Nutritional Neuroscience. Inglaterra,
V. 22,n.19, 2018. https://doi.org/10.1080/1028415X.2018.1427660. Acessado em: 10
jan. 22.

BOKSA, P. Effects of prenatal infection on brain development and behavior: a review
of findings from animal models. Brain Behav Immun. v. 24, n. 6, p. 881-97, ago 2010.
ISSN 1090-2139. Disponivel em: http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/20230889.
Acessado em: 10 jan. 22.

BRAUN, A. E. et al. “Females Are Not Just ‘Protected’ Males”. Sex-Specific
Vulnerabilities in Placenta and Brain after Prenatal Immune Disruption. ENEURO. v.
6, n. 6, p. 1-25, nov 2019. https://doi.org/10.1523/ENEURO.0358-19.2019. Acessado
em: 10 jan. 22.

BRIDGES, R. S. Neuroendocrine regulation of maternal behavior. Front
Neuroendocrinol. v. 36, p. 178-196, jan 2015. doi:10.1016/j.yfrne.2014.11.007.
Acessado em: 10 jan. 22.

BROWN, A. G. et al. The tracking of lipopolysaccharide through the feto-maternal
compartment and the involvement of maternal TLR4 in inflammation-induced fetal
brain injury. American Journal Reprodutive Immunology. ago 2019.DOI:
10.1111/aji.13189. Acessado em: 10 jan. 22.

CALDJI, C. et al. Maternal care during infancy regulates the development of neural
systems mediating the expression of fearfulness in the rat. Proc. Natl. Acad. Sci. U.
S. A. Nova York, v. 95 p. 5335-5340, 1998. https://doi.org/10.1073/pnas.95.9.5335.
Acessado em: 10 jan. 22.

CHAGAS, L. A. et al. Anxiety-like behavior and neuroendocrine chages in offspring
resulting from gestacional pos-traumatic stress disorder. Behovioural Brain Resarch.
v. 399. art.113026, 2021. https://doi.org/10.1016/j.bbr.2020.113026. Acessado em: 10
jan. 22.

CHAPMAN, K. HOLMES, M. SICKL, J. 11-hydroxysteroid dehydrogenases:
intracellular gate-keepers of tissue glucocorticoid action. Physiol Ver. v. 93. p. 1139-
1206, 2013. https:// doi:10.1152/physrev.00020.2012, Acessado em: 10 jan. 22.


https://doi.org/10.1080/1028415X.2018.1427660
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20230889
https://doi.org/10.1073/pnas.95.9.5335
https://doi.org/10.1016/j.bbr.2020.113026

221

CHAWN, N e HUGHES, L. History and First Descriptions of Autism: Asperger Versus
Kanner Revisited. J Autism Dev Disord. v. 46, n. 6, p.2270-2272, 2016. DOI
10.1007/s10803-016-2746-0. Acessado em: 10 jan. 22.

CHEN, S.; XING, Y.; KANG, J. Latent and abnormal functional connectivity circuits in
autism spectrum disorder. Front Neurosci. v. 11, p. 125, 2017. ISSN 1662-4548.
Disponivel em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28377688. Acessado em: 10 jan.
22.

CHOMIAK, T. et al. Altering the trajectory of early postnatal cortical development can
lead to structural and behavioural features of autismo. Neuroscience. v. 11, n. 102,
2010. http://www.biomedcentral.com/1471-2202/11/102. Acessado em: 10 jan. 22.

CLANCY, B. et al. Extrapolating brain development from experimental species to
humans. Neurotoxicology. v. 28, n. 5, p. 931-7, set 2007. ISSN 0161-813X.
Disponivel em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17368774. Acessado em: 10 jan.
22.

COURCHESNE, E. et al. Mapping early brain development in autism. Neuron. v. 56,
n. 2, p. 399-413, out 25 2007. ISSN 0896-6273. Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17964254. Acessado em: 10 jan. 22.

DANTZER, R. Cytokine-induced sickness behaviour: a neuroimmune response to
activation of innate immunity. Eur J Pharmacol. v. 500, n. 1-3, p. 399-411, out 01
2004. ISSN 0014-2999. Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15464048. Acessado em: 10 jan. 22.

DANTZER, R.; KELLEY, K. W. Autistic children: a neuroimmune perspective. Brain
Behav Immun. v. 22, n. 6, p. 804-5, ago 2008. ISSN 1090-2139. Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18420377. Acessado em: 10 jan. 22.

DE PAIVA, V. N. et al. Prostaglandins mediate depressive-like behaviour induced by
endotoxin in mice. Behavioural Brain Research. v. 215, p. 146-151, 2010.
doi:10.1016/j.bbr.2010.07.015. Acessado em: 10 jan. 22.

DEPINO, A. M. Early prenatal exposure to Ips results in anxiety- and depression-
related behaviors in adulthood. Neuroscience. v. 299, p. 56-65, 2015.
http://dx.doi.org/10.1016/j.neuroscience.2015.04.065. Acessado em: 10 jan. 22.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28377688
http://www.biomedcentral.com/1471-2202/11/102
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17368774
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17964254
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15464048
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18420377
http://dx.doi.org/10.1016/j.neuroscience.2015.04.065

222

DIETERT, R. R.; DIETERT, J.M.; DEWITT, J. C. Environmental risk factors for autism.
Emerging Health Threats Journal. v. 4, p. 1-11, 2011. DOI: 10.3402/ehtj.v4i0.7111.
Acessado em: 10 jan. 22.

DI MARCO, B. et al. Neuro-Inflammatory Mechanisms in Developmental Disorders
Associated with Intellectual Disability and Autism Spectrum Disorder: A Neuro-
Immune Perspective. CNS Neurol Disord Drug Targets. v. 15, n. 4, p. 448-63, 2016.
ISSN 1996-3181. Disponivel em: http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/26996174.
Acessado em: 10 jan. 22.

DO VALE, G. T. et al. Acute restraint stress increases blood pressure and oxidative
stress in the cardiorenal system of rats: a role for AT1 receptors. The International
Journal on the Biology of Stress. v. 23, n. 3, 2019
https://doi.org/10.1080/10253890.2019.1675627. Acessado em: 10 jan. 22.

DUAN, Y. C. et al. Nucleus of solitary tract mediates cardiac sympathetic afferent reflex
in rats. Eur J Physiol. v. 459 p. 1-9. 2009. DOI 10.1007/s00424-009-0699-2.
Acessado em: 10 jan. 22.

FIRMINO, E. M. S. et al. Effect of chronic stress on cardiovascular and ventilatory
responses activated by both chemoreflex and baroreflex in rats. Journal of
Experimental Biology. v. 222, 2019. doi:10.1242/jeb.204883. Acessado em: 10 jan.
22.

FU, L. et al. Lipopolysaccharide downregulates 11b-hydroxysteroid dehydrogenase 2
expression through inhibiting peroxisome proliferator - activated receptor-g in placental
trophoblasts. The Journal of Inmmunology. v. 203, n. 5, p. 1198-1207, jul 2019.
http://www.jimmunol.org/content/early/2019/07/16/jimmun 0l.1900132. Acessado em:
10 jan. 22.

ESNAFOGLU, E. et al. Evaluation of serum Neuron-specific enolase, S100B, myelin
basic protein and glial fibrilliary acidic protein as brain specific proteins in children with
autism spectrum disorder. Int J Dev Neurosci. v. 61, p. 86-91, out 2017. ISSN 1873-
474X. Disponivel em: http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/28711670. Acessado em:
10 jan. 22.

FLEMING, A. S.; O'DAY, D. H.; KRAEMER, G. W. Neurobiology of mother-infant
interactions: experience and central nervous system plasticity across development and
generations. Neurosci Biobehav Ver. v. 23, n. 5, p. 673-685, mai 1999. ISSN 0149-
7634 0149-7634. Disponivel em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10392659.
Acessado em: 10 jan. 22.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26996174
https://doi.org/10.1080/10253890.2019.1675627
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28711670
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10392659

223

FOLEY, K. A. et al. Sexually dimorphic effects of prenatal exposure to propionic acid
and lipopolysaccharide on social behavior in neonatal, adolescent, and adult rats:
implications for autism spectrum disorders. Int J Dev Neurosci. Ontario, v. 39, p. 68-
78, dez 2014. ISSN 1873-474X . Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24747144 . Acessado em: 10 jan. 22.

FOLEY, K. A. et al. Pre- and neonatal exposure to lipopolysaccharide or the enteric
metabolite, propionic acid, alters development and behavior in adolescent rats in a
sexually dimorphic manner. PLoS One. Ontario, v. 9, n. 1, e87072, 2014. ISSN 1932-
6203. Disponivel em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24466331. Acessado em:
10 jan. 22.

FU, L. et al. Lipopolysaccharide downregulates 11b-hydroxysteroid dehydrogenase 2
expression through inhibiting peroxisome proliferator - activated receptor-g in placental
trophoblasts. The Journal of Immmunology. v. 203, n. 5, p. 1198-1207, jul 2019.
http://www.jimmunol.org/content/early/2019/07/16/jimmun 0l.1900132. Acessado em:
10 jan. 22.

GASPARINI, S. et al. Pre-locus coeruleus neurons in rat and mouse. American
Journal of Physiology-Regulatory, Integrative and Comparative Physiology. v.
320, ed. 3, p. 342-361, dez 2020. DOI: 10.1152/ajpregu.00261.2020. Acessado em:
10 jan. 22.

GENTILE, S. Prenatal antidepressant exposure and the risk of autism spectrum
disorders in children. Are we looking at the fall of Gods? J Affect Disord. v. 182, p.
132-137, ago 2015. ISSN 1573-2517. Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25985383. Acessado em: 10 jan. 22.

GILMORE, J. H.; JARSKOG, L. F.; VADLAMUDI, S. Maternal infection regulates
BDNF and NGF expression in fetal and neonatal brain and maternal-fetal unit of the
rat. J Neuroimmunol. v. 138, n. 1-2, p. 49-55, mai 2003. ISSN 0165-5728. Disponivel
em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12742653. Acessado em: 10 jan. 22.

GIUSTINO, F. T. e MAREN, S. The role of the medial prefrontal cortex in the
conditioning and extinction of fear. Frontiers in Behavioral Neuroscience. v. 9, art.
298, nov 2015. doi: 10.3389/fnbeh.2015.00298. Acessado em: 10 jan. 22.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24747144
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24466331
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25985383
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12742653

224

GRAYSON, B. et al. Assessment of disease-related cognitive impairments using the
novelobject recognition (NOR) task in rodents. Behavioural Brain Research. v. 285,
p. 176-193, 2014. http://dx.doi.org/10.1016/j.bbr.2014.10.025. Acessado em: 10 jan.
22.

GZIELO, K. et al. Valproic acid exposure impairs ultrasonic communication in infant,
adolescent and adult rats. European Neuropsychopharmacology. v. 41, p. 52-62,
2020. https://doi.org/10.1016/j.euroneuro.2020.09.006. Acessado em: 10 jan. 22.

HALL, C. S. Emotional behavior in the rat. 1934. |. Defecation and urination as
measures of individual differences in emotionality. Journal of Comparative
Psychology. v. 18, n. 3, p. 385-403, 1934. https://doi.org/10.1037/n0071444.
Acessado em: 10 jan. 22.

HANNA, V. S e HAFEZ, E. A. A. Synopsis of arachidonic acid metabolism: A review.
Journal of Advanced Research. V. 11, p. 23-32, 2018.
https://doi.org/10.1016/j.jare.2018.03.005. Acessado em: 10 jan. 22.

HANSWIJK, S. I. et al. Gestational Factors throughout Fetal Neurodevelopment: The
Serotonin Link. Int. J. Mol. Sci. v. 21, n. 16, 2020. doi:10.3390/ijms21165850.
Acessado em: 10 jan. 22.

HARRIS, J. Leo Kanner and autism: a 75-year perspective. International Review of
Psychiatry. Londres, p. 3-17, abr 2018.
https://doi.org/10.1080/09540261.2018.1455646. Acessado em: 10 jan. 22.

HART, B. L. Biological basis of the behavior of sick animals. Neurosci Biobehav Rev.
v. 12, n. 2, p. 123-37, 1988. ISSN 0149-7634. Disponivel em:
http://mwww.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3050629. Acessado em: 10 jan. 22.

HUGHES, J. E. A. et al. Is synaesthesia more prevalent in autism spectrum
Conditions? Only where there is prodigious talent. Multisensory Research. fev 2017.
DOI:10.1163/22134808-00002558 . Acessado em: 10 jan. 22.

ILLIANO, P. et al. Rats Lacking Dopamine Transporter Display Increased Vulnerability
and Aberrant Autonomic Response to Acute Stress. Biomolecules. v. 10, n. 6, art.
842. doi:10.3390/biom10060842. Acessado em: 10 jan. 22.


http://dx.doi.org/10.1016/j.bbr.2014.10.025
https://doi.org/10.1016/j.euroneuro.2020.09.006
https://doi.org/10.1037/h0071444
https://doi.org/10.1016/j.jare.2018.03.005
https://doi.org/10.1080/09540261.2018.1455646
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3050629

225

IZVOLSKAIA, M; SHAROVA, V; ZAKHAROVA, L. Perinatal inflammation reprograms
neuroendocrine, immune, and reproductive functions: profile of cytokine biomarkers.
Inflammation, v. 43, n. 4, ago 2020. DOI: 10.1007/s10753-020-01220-1. Acessado
em: 10 jan. 22.

KAS, M. J. et al. Assessing behavioural and cognitive domains of autism spectrum
disorders in rodents: current status and future perspectives. Psychopharmacology.
Utrecht, v. 231, n. 6, p. 1125-1146, mar 2014. ISSN 1432-2072. Disponivel em: <
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24048469 >. Acessado em: 10 jan. 22.

KATAOKA, S. et al. Autism-like behaviours with transiente histone hyperacetylation in
mice treated prenatally with valproic acid. International Journal of
Neuropsychopharmacology. p. 1-13, 2011. doi:10.1017/S1461145711001714.
Acessado em: 10 jan. 22.

KIRSTEN, T B e BERNARDI, M. M.Prenatal lipopolysaccharide induces hypothalamic
dopaminergic hypoactivity and autistic-like behaviors: Repetitive self-grooming and
stereotypies. Behavioural Brain Research. v. 331 p. 25-29, 2017.
http://dx.doi.org/10.1016/j.bbr.2017.05.013. Acessado em: 10 jan. 22.

KIRSTEN, T. B. et al. Lipopolysaccharide Exposure Induces Maternal Hypozincemia,
and Prenatal Zinc Treatment Prevents Autistic-Like Behaviors and Disturbances in the
Striatal Dopaminergic and mTOR Systems of Offspring. PLoS ONE. Canada, v. 10, n.
7, 2015. doi:10.1371/ journal.pone.0134565. Acessado em: 10 jan. 22.

KIRSTEN, T. B. et al. Hypoactivity of the central dopaminergic system and autistic-like
behavior induced by a single early prenatal exposure to lipopolysaccharide. J
Neurosci Res. v. 90, n. 10, p. 1903-1912, out 2012. ISSN 1097-4547. Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22714803. Acessado em: 10 jan. 22.

KIRSTEN, T. B. et al. Prenatal LPS exposure reduces olfactory perception in neonatal
and adult rats. Physiol Behav.v. 104, n. 3, p. 417-422, set 01 2011. ISSN 1873-507X.
Disponivel em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21570993. Acessado em: 10 jan.
22.

KIRSTEN, T. B. et al. Prenatal lipopolysaccharide reduces social behavior in male
offspring. Neuroimmunomodulation. v. 17, n. 4, p. 240-251, 2010. ISSN 1423-0216.
Disponivel em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20203530. Acessado em: 10 jan.
22.


http://dx.doi.org/10.1016/j.bbr.2017.05.013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22714803
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21570993
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20203530

226

KLUGER, M. J. Is fever beneficial? Yale J Biol Med. Yale, v. 59, n. 2, p. 89-95, abr
1986. ISSN 0044-0086. Disponivel em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3488621.
Acessado em: 10 jan. 22.

KOCOVSKA, E. et al. Vitamin-d deficiency as a potential environmental risk factor in
multiple sclerosis, schizophrenia, and autism. Front Psychiatry. v. 8, p. 47, 2017.
ISSN 1664-0640. Disponivel em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28396640.
Acessado em: 10 jan. 22.

KUMAR, H.; SHARMA, B. Minocycline ameliorates prenatal valproic acid induced
autistic behaviour, biochemistry and blood brain barrier impairments in rats. Brain Res.
v. 1630, p. 83-97, Jan 2016. ISSN 1872-6240. Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26551768. Acessado em: 10 jan. 22.

LAMPREA, M. R. et al. Thigmotactic responses in an open-field. Brazilian Journal of
Medical and Biological Research. v. 41, p. 135-140, 2008. ISSN 0100-879X.
https://doi.org/10.1590/S0100-879X2008000200010. Acessado em: 10 jan. 22.

LEE, A. S.; AZMITIA, E. C.; WHITAKER-AZMITIA, P. M. Developmental microglial
priming in postmortem autism spectrum disorder temporal cortex. Brain Behav
Immun. v. 62, p. 193-202, mai 2017. ISSN 1090-2139. Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28159644. Acessado em: 10 jan. 22.

LEEKAM, S. R. et al. Describing the sensory abnormalities of children and adults with
autism. J Autism Dev Disord. v. 37, n. 5, p. 894-910, mai 2007. ISSN 0162-3257.
Disponivel em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17016677. Acessado em: 10 jan.
22.

LIM, M. M.; BIELSKY, I. F.; YOUNG, L. J. Neuropeptides and the social brain: potential
rodent models of autism. Int. J. Devl Neuroscience. v. 23, p. 235-243, 2005.
doi:10.1016/j.ijdevneu.2004.05.006. Acessado em: 10 jan. 22.

MANUAL DIAGNOSTICO E ESTATISTICO DE TRANSTORNOS MENTAIS - DSM-5.
American Psychiatric Association: Tradug&o: Nascimento, M. I. C. et al. Reviséo
Técnica: Cordioli, A. V. et al. 52 ed, p. 50-58, Porto Alegre. Artmed, 2014. ISBN 978-
85-8271-089-0. Acessado em: 10 jan. 22.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3488621
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28396640
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26551768
https://doi.org/10.1590/S0100-879X2008000200010
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28159644
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17016677

227

MARKRAM, K. et al. Abnormal fear conditioning and amygdala processing in an animal
model of autism. Neuropsychopharmacology. Lausanne, v. 33, n. 4, p. 901-12, mai
2008. ISSN 0893-133X.Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17507914. Acessado em: 10 jan. 22.

MAROTTA, R. et al. The neurochemistry of autism. Brain Sci. v. 10, p. 163, 2020.
doi:10.3390/brainsci1l0030163. Acessado em: 10 jan. 22.

MARTIN, L. A.; GOLDOWITZ, D.; MITTLEMAN, G. Repetitive behavior and increased
activity in mice with Purkinje cell loss: a model for understanding the role of cerebelar
pathology in autismo. Eur J Neurosci. v. 31 n. 3 p. 544-555, fev 2010.
doi:10.1111/j.1460-9568.2009.07073.x. Acessado em: 10 jan. 22.

MELANCIA, F. et al. Testing the correlation between experimentally-induced
hypothyroidism during pregnancy and autistic-like symptoms in the rat offspring.
Behav Brain Res. v. 321, p. 113-122, mar 15 2017. ISSN 1872-7549. Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28034801. Acessado em: 10 jan. 22.

MENDES-LIMA, T. et al. Acute lipopolysaccharide switches the selection of maternal
behavior to predatory behavior in female rats. Neuroimmunomodulation. 2017.

DOI: 10.1159/000469711. Acessado em: 10 jan. 22.

MEYER, U.; FELDON, J.; FATEMI, S. H. In-vivo rodent models for the experimental
investigation of prenatal immune activation effects in neurodevelopmental brain
disorders. Neurosci Biobehav Rev. v. 33, n. 7, p. 1061-1079, jul 2009. ISSN 1873-
7528. Disponivel em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19442688. Acessado em:
10 jan. 22.

MEYER, U. et al. Prenatal and postnatal maternal contributions in the infection model
of schizophrenia. Exp Brain Res. v. 173, n. 2, p. 243-57, ago 2006. ISSN 0014-4819.
Disponivel em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16552558. Acessado em: 10 jan.
22.

MIKULECKA, A. et al. Consequences of early postnatal benzodiazepines exposure in
rats. |. Cognitive-like behavior. Front Behav Neurosci. v. 8, p. 101, 2014. ISSN 1662-
5153. Disponivel em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24734010. Acessado em:
10-01-2022. Acessado em: 10 jan. 22.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17507914
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28034801
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19442688
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16552558
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24734010

228

NAZZARI, S. et al. Beyond the hpa-axis: exploring maternal prenatal influences on
birth outcomes and stress reactivity. Psychoneuroendocrinology. v. 101, p. 253—
262, 2019. https://doi.org/10.1016/j.psyneuen.2018.11.018. Acessado em: 10 jan. 22.

NOVAIS, C. O. et al. Maternal overweight induced by reduced litter size impairs the
behavioral neurodevolopment of offspring. Life Sciences. v. 277, art. 119511, 15 jul
2021. https://doi.org/10.1016/).1fs.2021.119611. Acessado em: 10 jan. 22.

OHSAWA, K. et al. Microglia/macrophage-specific protein Ibal binds to fimbrin and
enhances its actin-bundling activity. J Neurochem. v. 88, n. 4, p. 844-856, fev 2004.
ISSN 0022-3042. Disponivel em: http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/14756805.
Acessado em: 10 jan. 22.

OLIVEIRA, M. K. et al. Simvastatin attenuated sickness behavior and fever in a murine
model of endotoxemia. Life Sciences. v. 254, art. 117701, 2020
https://doi.org/10.1016/j.1fs.2020.117701. Acessado em: 10 jan. 22.

ORNOY, A.; WEINSTEIN-FUDIM, L.; ERGAZ, Z. Prenatal factors associated with
autism spectrum disorder (ASD). Reprod Toxicol. Jerusalem. v. 56, p. 155-169, ago
2015. ISSN 1873-1708. Disponivel em:
http://mwww.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26021712. Acessado em: 10 jan. 22.

O. ORON, D. GETSELTER, S. SHOHAT, E. REUVENI, I. LUKIC, S. SHIFMAN, E.
ELLIOTT. Gene network analysis reveals a role for striatal glutamatergic receptors in
dysregulated risk-assessment behavior of autism mouse models, Transl. Psychiatry.
v. 9, p. 257, 2019. https://doi.org/10.1038/s41398-019-0584-5. Acessado em: 10 jan.
22.

OSKVIG, D. B. et al. Maternal immune activation by LPS selectively alters specific
gene expression profiles of interneuron migration and oxidative stress in the fetus
without triggering a fetal immune response. Brain Behav Immun. v. 26, n. 4, p. 623-
634, mai 2012. ISSN 1090-2139. Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22310921. Acessado em: 10 jan. 22.

PAINTLIA, M. K. et al. N-acetylcysteine prevents endotoxin-induced degeneration of
oligodendrocyte progenitors and hypomyelination in developing rat brain. J Neurosci
Res. v. 78, n. 3, p. 347-61, nov 2004. ISSN 0360-4012. Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15389835. Acessado em: 10 jan. 22.


https://doi.org/10.1016/j.psyneuen.2018.11.018
https://doi.org/10.1016/j.lfs.2021.119611
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14756805
https://doi.org/10.1016/j.lfs.2020.117701
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26021712
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22310921
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15389835

229

PAINTLIA, M. K. et al. Lipopolysaccharide-induced peroxisomal dysfunction
exacerbates cerebral white matter injury: attenuation by N-acetyl cysteine. Exp
Neurol. v. 210, n. 2, p. 560-576, abr 2008. ISSN 0014-4886. Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18291369. Acessado em: 10 jan. 22.

PARDO, C. A. e EBERHART, C. G. The neurobiology of autism. Brain Pathol. v. 17,
n. 4, p. 434-47, out 2007. ISSN 1015-6305 1015-6305. Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17919129. Acessado em: 10 jan. 22.

PATTERSON, P. H. Immune involvement in schizophrenia and autism: etiology,
pathology and animal models. Behav Brain Res. v. 204, n. 2, p. 313-321, dez 2009.
ISSN 1872-7549. Disponivel em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19136031.
Acessado em: 10 jan. 22.

PATTERSON, P. H. Maternal infection and immune involvement in autism. Trends
Mol Med. v. 17, n. 7, p. 389-394, jul 2011. ISSN 1471-499X. Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21482187. Acessado em: 10 jan. 22.

PECCHI, E. et al. Prostaglandins and sickness behavior: old story, new insights.
Physiol Behav. v. 97, n. 3-4, p. 279-92, jun 2009. ISSN 1873-507X. Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19275907. Acessado em: 10 jan. 22.

PELLOW, S. et al. Validation of open" closed arm entries in an elevated plus-maze as
a measure of anxiety in the rat. Journal of Neuroscience Methods. v. 14, n. 3, p.
149-167, 1985. https://doi.org/10.1016/0165-0270(85)90031-7. Acessado em: 10 jan.
22.

PENTEADO, S. H. et al. Prenatal lipopolysaccharide disrupts maternal behavior,
reduces nest odor preference in pups, and induces anxiety: studies of F1 and F2
generations. Eur J Pharmacol. v. 738, p. 342-51, set 2014. ISSN 1879-0712.
Disponivel em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24927995. Acessado em: 10 jan.
22.

PITTS, M. W. Barnes maze procedure for spatial learning and memory in mice. Bio
Protoc. v.8, n.5, mar, 2018. doi:10.21769/bioprotoc.2744. Acessado em: 10 jan. 22.

PRUT, L. e BELZUNG, C. The open field as a paradigm to measure the effects of
drugs on anxiety-like behaviors: a review. European Journal of Pharmacology. v.
463, p. 3-33, 2003. d0i:10.1016/S0014-2999(03)01272-X. Acessado em: 10 jan. 22.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18291369
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17919129
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19136031
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21482187
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19275907
https://doi.org/10.1016/0165-0270(85)90031-7
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24927995

230

RESSTEL, L.B. M. et al. Involvement of medial prefrontal cortex neurons in behavioral
and cardiovascular responses to contextual fear conditioning. Neuroscience. v. 143,
n. 2, p. 377-385, 2006. doi:10.1016/j.neuroscience.2006.08.002. Acessado em: 10 jan.
22.

REYES, K. A. E. et al. Rat Ultrasonic Vocalizations as an Index of Memory.
Neuroscience Letters. V. 741, art. 135458, 2020. doi:
https://doi.org/10.1016/j.neulet.2020.135458. Acessado em: 10 jan. 22.

RIEDE, T. Rat ultrasonic vocalization shows features of a modular behavior. The
Journal of Neuroscience. v. 34, n. 20, p. 6874-6878, mai 2014.
doi:10.1523/INEUROSCI.0262-14.2014. Acessado em: 10 jan. 22.

SAH, P.; R. F. WESTBROOK, R. F.; UTHI, A.L. fear conditioning and long-term
potentiation in the amygdala what really is the connection? Annals New York
Academy of Sciences. Nova York, p. 88-95, 2008. doi: 10.1196/annals.1417.020.
Acessado em: 10 jan. 22.

SAHA, S. BATTEN, T. F. C. HENDERSON, Z. A gabaergic projection from the central
nucleus of the amygdalato the nucleus of the solitary tract: a combined
anterogradetracing and electron microscopic immunohistochemical study.
Neuroscience . v. 99, n. 4. p. 613-626, 2000. doi:10.1016/s0306-4522(00)00240-2..
Acessado em: 10 jan. 22.

SERVADIO, M. et al. Targeting anandamide metabolism rescues core and associated
autistic-like symptoms in rats prenatally exposed to valproic acid. Translational
Psychiatry. v. 6, n. 902, set 2016. doi:10.1038/tp.2016.182 27 September 2016.
Acessado em: 10 jan. 22.

SERVADIO, M.; VANDERSCHUREN, L. J.; TREZZA, V. Modeling autism-relevant
behavioral phenotypes in rats and mice: Do 'autistic’ rodents exist? Behav Pharmacol.
V. 26, n. 6, p. 522-540, set 2015. ISSN 1473-5849. Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26226143. Acessado em: 10 jan. 22.

SECKL, J. R. Glucocorticoids, feto-placenta 11p-hydroxysteroid dehydrogenase type
2, .and the early life origins of adult disease. Steroids. v. 62, n. 1, p. 89-94, jan 1997.
https://doi.org/10.1016/S0039-128X(96)00165-1. Acessado em: 10 jan. 22.


https://doi.org/10.1016/j.neulet.2020.135458
https://dx.doi.org/10.1523%2FJNEUROSCI.0262-14.2014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26226143
https://doi.org/10.1016/S0039-128X(96)00165-1

231

SECKL, J. R e MEANEY, M. Glucocorticoid Programming. New York Academy of
Sciences. Nova York, p. 63-84, 2004. doi: 10.1196/annals.1314.006. Acessado em:
10 jan. 22.

SECKL, J. R. e HOLMES, M. C. Mechanisms of disease: glucocorticoids, their
placental metabolism and fetal ‘programming’ of adult pathophysiology. NATURE
CLINICAL PRACTICE ENDOCRINOLOGY & METABOLISM. v. 3, n. 6, p. 479-488,
jun 2007. doi:10.1038/ncpendmet0515. Acessado em: 10 jan. 22.

SMITH, S. E. et al. Maternal immune activation alters fetal brain development through
interleukin-6. J Neurosci, v. 27, n. 40, p. 10695-702, out 2007. ISSN 1529-2401.
Disponivel em: http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/17913903. Acessado em: 10 jan.
22.

SOSA-DIAZ, N. et al. Prefrontal cortex, hippocampus, and basolateral amygdala
plasticity in a rat model of autism spectrum. Synapse. Puebla, v. 68, n. 10, p. 468-73,
out 2014. ISSN 1098-2396. Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24985713. Acessado em: 10 jan. 22.

SOTRES-BAYON, F. BUSH.; D. E. A.; LEDOUX, J. E.; emotional perseveration: an
update on prefrontal-amygdala interactions in fear extinction. Learning & Memory. v.
11 p. 525-535, 2004. http://www.learnmem.org/cgi/doi/10.1101/ Im.79504. Acessado
em: 10 jan. 22.

SOUTH, M. et al. Better fear conditioning is associated with reduced symptom severity
in autism spectrum disorders. Autism Research. v. 4 p. 412-421, 2011. DOI:
10.1002/aur.221. Acessado em: 10 jan. 22.

SPENCE, H. R. et al. Vocal coselection in rat pup ultrasonic vocalizations. Ecol Evol,
V. 6, n. 7, p. 1922-1929, abr 2016. ISSN 2045-7758. Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27066218. Acessado em: 10 jan. 22.

SUN, Y.; GOOCH, H.; SAH, P.; Fear conditioning and the basolateral amygdala.
F1000Research. p. 1-8, jun 2020. https://doi.org/10.12688/f1000research.21201.1)
Acessado em: 10 jan. 22.

TAKEDA, H.; TSUJI, M.; MATSUMIYA, T. Changes in head-dipping behavior in the
hole-board test reflect the anxiogenic andror anxiolytic state in mice. European
Journal of Pharmacology. v. 350, n. 1, p. 21-29, 1998. DOI: 10.1016/s0014-
2999(98)00223-4. Acessado em: 10 jan. 22.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17913903
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24985713
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27066218

232

TAYLOR, P. V. et al. Sexually dimorphic effects of a prenatal imune challenge on social
play and vasopressina expression in juvenile rats. Biology of Sex Differences. v. 3,
n. 15, 2012. http://www.bsd-journal.com/content/3/1/15. Acessado em: 10 jan. 22.

TULINA, M. N. et al. The absence of tlr4 prevents fetal brain injury in the setting of
intrauterine inflammation. Reproductive sciences. v. 26, n. 8, p. 1082-1093, 2019.
DOI: 10.1177/1933719118805859. Acessado em: 10 jan. 22.

UMEDA, T. et al. Evaluation of Pax6 mutant rat as a model for autism. PLoS One. v.
5 n. 12, p. e15500, Dec 2010. ISSN 1932-6203. Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21203536. Acessado em: 10 jan. 22.

URAKUBO, A. et al. Prenatal exposure to maternal infection alters cytokine expression
in the placenta, amniotic fluid, and fetal brain. Schizophr Res. v. 47, n. 1, p. 27-36, jan
2001. ISSN 0920-9964. Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11163542. Acessado em: 10 jan. 22.

VANDERLEI L. C. M et al. Basic notions of heart rate variability and its clinical
applicability. Rev Bras Cir Cardiovasc. v. 24, n.2, p. 205-217, 2009.
https://doi.org/10.1590/S0102-76382009000200018. Acessado em: 10 jan. 22.

VANDERSCHUREN, L. J.; ACHTERBERG, E. J.; TREZZA, V. The neurobiology of
social play and its rewarding value in rats. Neurosci Biobehav Rev. Utrecht, v. 70, n.
16, p.  86-105, nov  2016. ISSN 1873-7528. Disponivel  em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27587003. Acessado em: 10 jan. 22.

VANDERSCHUREN, L. J.; TREZZA, V. What the laboratory rat has taught us about
social play behavior: role in behavioral development and neural mechanisms. Curr
Top Behav Neurosci. Utrecht, v. 16, p. 189-212, 2014. ISSN 1866-3370. Disponivel
em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24338663. Acessado em: 10 jan. 22.

VAN ROSMALEN, L.; VAN DER VEER, R.; VAN DER HORST, F.C.P. The nature of
love: Harlow, Bowlby and Bettelheim on affectionless mothers. History of Psychiatry.
v. 31, n. 2, p. 227-231, 2020. DOI: 10.1177/0957154X19898997. Acessado em: 10
jan. 22.

VILELA, F. C. et al. Maternal separation increases pain sensitivity by reducing the
activity of serotonergic neurons in the dorsal raphe nucleus and noradrenergic neurons
in locus coeruleus. Neuroscience Letters. v. 748, art. 135734, 2021.
https://doi.org/10.1016/j.neulet.2021.135734. Acessado em: 10 jan. 22.


http://www.bsd-journal.com/content/3/1/15
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21203536
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11163542
https://doi.org/10.1590/S0102-76382009000200018
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27587003
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24338663
https://doi.org/10.1016/j.neulet.2021.135734

233

VILELA, F. C. e GIUSTI-PAIVA, A. Cannabinoid receptor agonist disrupts behavioral
and neuroendocrine responses during lactation. Behav Brain Res. v. 263, p. 190-7,
abr 2014. ISSN 1872-7549. Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24495659. Acessado em: 10 jan. 22.

VRIES, A et al. Prenatal dexamethasone exposure induces changes in non human
primate offspring cardiometabolic and hypothalamicpituitary-adrenal axis function. The
Journal of Clinical Investigation. v. 117, n. 4, abr 2007. doi:10.1172/JCI30982.
Acessado em: 10 jan. 22.

XU, Z. et al. Spontaneous miscarriages are explained by the
stress/glucocorticoid/lipoxin a4 axis. The Journal if Immunology. mai 2013.
http://www.jimmunol.org/content/190/12/6051. Acessado em: 10 jan. 22.

WING, L. Clarification on asperger's syndrome. Journal of autism and
developmental disorders. v. 16, n. 4, 1986. DOI:10.1007/BF01531716. Acessado
em: 10 jan. 22.

YIRMIYA, R. et al. Behavioral effects of lipopolysaccharide in rats: involvement of
endogenous opioids. Brain Res. v. 648, n. 1, p. 80-86, jun 1994. ISSN 0006-8993.
Disponivel em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7922530. Acessado em: 10 jan.
22.

WOHR, M e SCHWARTING, R. K. W. Affective communication in rodents: ultrasonic
vocalizations as a tool for research on emotion and motivation. Cell Tissue Res. v.
354, p. 81-97, 2013. DOI 10.1007/s00441-013-1607-9. Acessado em: 10 jan. 22.

YASUMATSU, K. et al. Bacterial-induced maternal interleukin-17A pathway promotes
autistic-like behaviors in mouse offspring. Experimental Animals. v .69, n. 2, p. 250-
260, 2020. DOI:10.1538/expanim.19-0156. Acessado em: 10 jan. 22.

ZEIDAN-CHULIA, F. et al. The glial perspective of autism spectrum disorders.
Neurosci Biobehav Rev. v. 38, p. 160-72, jan 2014. ISSN 1873-7528. Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24300694. Acessado em: 10 jan. 22.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24495659
http://www.jimmunol.org/content/190/12/6051
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7922530
https://dx.doi.org/10.1538%2Fexpanim.19-0156
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24300694

APENDICE

Behavioural Brain Research 414 (2021) 113503

s

ELSEVIER

Contents lists available at ScienceDirect
Behavioural Brain Research

journal homepage: www.elsevier.com/locate/bbr

Research report

Hyperactivation of the amygdala correlates with impaired social play

behavior of prepubertal male rats in a maternal immune activation model

Fernando Vitor-Vieira, Fabiana C. Vilela, Alexandre Giusti-Paiva *

Department of Physiological Sciences, Institute of Biomedical Sciences, Federal University of Alfenas-MG, Alfenas, Brazil

ARTICLE INFO

ABSTRACT

Keywords:

Autism

Lipopolysaccharide
Neurodevelopmental disorder
Neuroinflammation
Prefrontal cortex

Risk assessment

Striatum

Sickness behavior

Maternal infection during p y is an envir 1 risk factor for neurodevelopmental dysfunction, such as
autism spectrum disorder (ASD). This study investigated the effect of maternal immune activation (MIA) on the
behavior profile of prepubertal offspring and whether MIA alters the neuronal activation pattern of brain areas
related to social play behavior. Pregnant Wistar rats received 500 pig/kg of lipopolysaccharide or saline solution
on gestational day 16. Their offspring were tested using behavioral tasks to capture some of the core and
associated ASD-like symptoms. Neuronal activation, indexed via c-fos expression after social play behavior, was
evaluated in several brain areas. MIA had a number of adverse effects on dams and reduced the number of
successful births and litter size. MIA induced sex-specific autistic-like features by a reduction in ultrasonic vo-
calizations in response to separation from the mother and nest, reduction in discrimination between neutral
odors and their nest odor, moderate effect in stereotypies in the hole-board test, impaired risk assessment
phenotype, and reduction in social play behavior without changes in locomotor activity only in prepubertal male
offspring. A decrease in social play behavior may be associated with a decrease in the number of c-fos-positive
cells in the prefrontal cortex and striatum, but hyperactivation of the basolateral and basomedial amygdala.
Prenatal immune challenge results in ASD-like symptoms such as impaired risk assessment behavior, commu-
nication, and social interactions in male prepubertal offspring. Impaired social play behavior is correlated with
neuronal hyperactivation in the amygdala.

1. Introduction

recognized as an important social activity for humans and animals alike.
It is intrinsically rewarding, supports social bonding, and in the long run,

Autism spectrum disorders (ASD) comprise a set of persisting neu-
rodevelopmental conditions characterized by deficits in social in-
teractions, persistent difficulties in verbal and nonverbal
communication, and the presence of repetitive and stereotypical be-
haviors [1]. Symptoms appear in early childhood, persist throughout
adulthood, and affect three times more males than females [2].
Although there are a number of genetic biomarkers associated with the
severity of autism symptoms and co-morbidities [3], it is thought that
ASD results from a complex interaction between genetic, environmental,
and immunological factors [4,5].

There is increasing evidence that the immune system is involved in
neuropsychiatric illnesses and that maternal infection or fever during
pregnancy is a relevant environmental risk factor for neuro-
developmental brain dysfunction in offspring, including ASD marked by
deficits in social interactions [6-8]. Social play is increasingly

facilitates social, cognitive, and emotional development [9-12]. The
ability to participate in social play is a principal indicator of healthy
development [13]. However, the links between maternal immune acti-
vation (MIA)-mediated disturbances in fetal brain development,
impaired brain function, and the occurrence of neuropsychiatric disor-
ders are still unclear. Preclinical models of perinatal immune activation
provide support for causal maternal physiological and offspring neural
mechanisms of immune dysregulation in ASD [8,14,15]. Therefore, it is
important to understand the brain mechanisms underlying social play
behavior, not least because social deficits in child and adolescent psy-
chiatric disorders remain very difficult to treat. Social behaviors are
relevant to normal cognitive and social development and have been
utilized as behavioral biomarkers for altered development in rodent
models and humans [16]. Atypical or deficient social play behavior is
often observed in children with ASD [17-22]. Similarly, social play is
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impaired in several animal models of autism spectrum disorders
[23-26], including models based on prenatal inflammation [27-31]
This study aimed to evaluate the effect of MIA on prepubertal offspring
and whether the occurrence of MIA is cormrelated with the neuronal
activation pattern of brain areas related to social play behavior.

This study aimed to evaluate the effect of MIA on prepubertal
offspring. Using expression of the immediate-early-gene c-fos as a
marker, neuronal activity induced by social play behavior was mapped
in the prefrontal cortex, striatum, and amygdala to evaluate whether the
occurrence of MIA is correlated with the changes of neuronal activation
pattern of brain areas related to social play behavior.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Nine-week-old adult Wistar nulliparous female rats were obtained
from the Central Animal Facility of the Federal University of Alfenas.
Rats were housed in a temperature-controlled room (22 °C)ona 12 h
light-dark cycle (lights on at 7:00 h) with access to water and food ad
libitum. For the experiments, females were mated with sexually expe-
rienced males. Two females were housed with one male to allow for
mating. Female rats were tested daily for the presence of sperm in the
vaginal smear, and when the spermatozoa were found was designated as
gestational day 0 (GD 0). Pregnant females were individually housed in
transparent cages (42 em x 34 cm x 16 cm). At GD 16, a single intra-
peritoneal injection of lipopolysaccharide (LPS, 500 pg/kg) from E. coli
serotype 026:B6 (Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brazil) or saline (sterile
NaCl 0.9 %, 1 mL/kg) was administered. Then, the pregnant rats’
behavior was evaluated for 24 h (Baharnoori et al., 2012). These time
points were chosen on the basis of previous behavioral, endocrine and
neurochemical studies [32-34]. During gestation, each cage was
checked for the presence of newborn pups to analyze the length of
pregnancy. On the day of parturition, the number of living pups was
recorded. Newborn litters found up to 05:00 p.m. were considered born
on that day [postnatal day (PND) 1]. On PND 2, the litters were culled to
eight animals (four males and four females). On PND 21, the pups were
weaned and housed in groups of four. Experiments were carried out on
male and female offspring during infancy (PNDs 5 and 13) and adoles-
cence (PND 26-34). One male and one female pup per litter from
different litters per treatment group were used in each experiment to
avoid the litter effect [35]. All experimental procedures were approved
by the Committee of Ethics in Animal Experimentation (#66,/2017) of
the Federal University of Alfenas, Minas Gerais State, Brazil. The
following procedures were performed (Fig. 1).

2.2. Behavioral tests

2.2.1. Sickness behavior LPS-induced pregnant rats
Behaviors associated with sickness (anorexia and locomotor deficit)

Bchavioural Brain Research 414 (2021) 113503

were evaluated in pregnant rats after the administration of LPS. Food
intake and weight loss were evaluated 24 h after the injection of LPS.
Locomotor activity was evaluated at 2 h after LPS injection in a Plex-
iglass arena with a 60 cm diameter. The distance traveled and the time of
immobility, which denote changes in motivational state, were analyzed
using the EthoVision software (Noldus Information Technology, Lees-
burg, VA, USA). Another set of animals were sacrificed and terminally
anesthetized 2 h post LPS or saline. Blood samples from the animals were
analyzed for plasma tumor necrosis factor a (TNF-o) using commercially
available enzyme-linked immunosorbent assay kits (PeproTech Funpec-
RP, Brazil) according to the manufacturer’s instructions.

2.2.2. Maternal behavior

Maternal behavior was observed twice a day (from 09:00 to 10:30 a.
m. and from 03:00 to 4:30 p.m.) on PNDs 3 and 4 and analyzed as
previously described [36]. Data obtained from the observations on both
days were pooled. The dam’s behavior in the nest was observed and
annotated (30 observations per period for a total of 120 observations per
mother) every 3 min during each observation session. The maternal
behaviors scored included licking the pups, arched behavior (the dam is
on the offspring with the body arched: appropriate position for lacta-
tion), blanket behavior (the dam is on the offspring, but the body is not
arched), passive behavior (the dam is lying on the side with the pups
laterally positioned, or the dam is lying on its back with the pups on its
lap: appropriate positions for lactation), and nest building. The
non-maternal behaviors scored included feeding, self-grooming, non--
exploration (e.g., sleeping), and exploration (e.g., rearing and wall
rearing). Behavioral data are reported as percentages of the total num-
ber of behavioral observations (number of target behavior observations
divided by the total number of all behavior observations x 100).

2.2.3. Isolation-induced ultrasonic vocalizations

On PND 5, one male and one female pup from each litter were
assessed for ultrasonic vocalizations (USVs), as previously described
[371. Briefly, each pup was separated from its littermates and placed in a
sound-attenuating and temperature-controlled chamber. Pup USVs were
detected for 3 min using an ultrasound microphone sensitive to fre-
quencies between 10 and 100 kHz, connected to a computerized
acquisition system (ML 221 Powerlab, ADInstruments, Australia).

2.2.4. Homing behavior test

On PND 13, one male and one female pup from each litter were
separated from the dam and kept for 30 min in a temperature-controlled
holding cage. Then, each pup was placed into a Plexiglas box whose
floor was 1/4 covered with bedding from the pup’s home cage and 3/4
covered with clean bedding. The pup was located at the side of the box
covered with clean bedding, and its behavior was recorded for 4 min to
analyze the latency to reach the nest bedding area [37,35].

GD16 GD21/PND1 PND3 PND4 PND13 PND26 PND33
PRARR PND2 PND5 PND21 PND28 PND34
.2 hours post injection . ‘ ‘ | | | |
' ' ' ' >
" Maternal immune ' Sickness  Birth of Maternal | Homing Hole- | Play
activation behavior  pups behavior  sys behavior board gppy behavior Open field
4" saline test _ test et test test
PI&) orles ( caning
Male Female b
L Immunohistochemistry

§3
33
33
33
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Fig. 1. Schematic diagram of the experimental design. EPM: Elevated plus-maze; GD: gestational day; LPS: lipopolysaccharide; PND: postnatal day; USV: Ultrasonic

vocalizations.
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2.2.5. Hole-board test

On PND 26, the rats were individually placed in the hole-board
apparatus, which consisted of a square arena (40 cm x 40 em) with a
black background and 16 equidistant holes that were 3 cm in diameter.
Their behavior was recorded for 5 min. Head dips were counted when
the animal dipped its head to the medial third of the ear, covering the
eyes with the hole of the plaque [37].

2.2.6. Elevated plus-maze (EPM) test

On PND 28, the rats were placed in the center of the EPM apparatus,
comprising a central part (10 x 10 cm), two opposing open arms (50 x
10 cm), and two opposing closed arms (50 x 10 x 50 em), facing an
open arm to initiate a 5 min session test. During the 5 min trial, the time
spent in the open arms and the number of stretched-attend postures were
measured to evaluate anxiety-like behavior and risk-assessing behavior
[39,40].

2.2.7. Social play behavior test

The testing arena was a Plexiglas cage (40 cm x 40 cm x 60 cm),
with approximately 2 cm of wood shavings covering the floor. On PND
30-32, pups from the saline (n = 8) and LPS-exposed groups (n = 8)
were individually habituated to the test cage for 10 min each day. On the
test day (PND 33), half of the pups were socially isolated for 3.5 h before
testing, and the other half were kept in their normal groups. The isola-
tion period was used to induce an increase in the amount of social play
behavior [41]. The test consisted of placing two animals belonging to
the same experimental group in the test cage for 15 min. Pups were
paired with an unfamiliar partner (i.e., not a cage mate) and did not
differ in body weight by more than 10 g [42]. In rats, social play
behavior typically starts with one rat soliciting (“‘pouncing™) another rat
by attempting to nose or rub the nape of its neck. The animal that is
pounced upon can respond in different ways: if the animal that is
pounced upon fully rotates to its dorsal surface, “pinning” is the result (i.
e., one animal lies in a supine position while the other animal stands
over it) [38]. Pouncing and pinning frequencies can be easily quantified
and are the most characteristic parameters of social play behavior in
rats. However, animals may also display social behaviors during a social
encounter that are not directly associated with play, such as sniffing or
grooming of the partner [43].

After 90 min, the isolated offspring were anesthetized with tri-
bromoethanol (250 mg/kg) and then transcardially perfused with ice-
cold 4% paraformaldehyde (PFA) in 0.1 M phosphate buffer (PB; pH
7.2). The brains were removed, post-fixed for 4 h in the perfusion so-
lution, and stored at 4 °C in PB containing 30 % sucrose.

2.2.8. Locomotor activity

On PND 34, the locomotor activity was quantified for 5 min in a
Plexiglass arena (60 cm diameter). Each rat was individually placed in
the center of the apparatus, and the distance traveled was analyzed
using EthoVision software installed on a compatible computer located in
an adjacent room [37]. The arena was carefully cleaned with a 5 %
ethanol solution after each test.

2.3. Immunohistochemistry

Coronal sections that were 30 pm thick were obtained using a
cryostat. Subsequently, immunohistochemistry was performed to stain
for c-fos. Specifically, sections were processed for fos immunoreactivity
(fos-ir) after overnight incubation at room temperature with rabbit anti-
fos antibody (AB-5, Oncogene Science, Manhasset, NY, USA) and diluted
1:10,000 in 0.1 M PB containing 2 % normal goat serum and 0.3 %
Triton X-100. Free-floating sections were washed with PB and incubated
first with goat biotin-labeled anti-rabbit immunoglobulin (Vector Lab-
oratories Inc., Burlingame, CA, USA, 1:200 in PB) for 1 h at room tem-
perature.  Immunoperoxidase labeling was detected using
diaminobenzidine hydrochloride intensified with 1% cobalt chloride
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and 1 % nickel ammonium sulfate, which generates a blue-black reac-
tion product [44]. The sections were mounted on gelatinized slides,
air-dried overnight, dehydrated, cleared in xylene, and placed under a
coverslip with Entellan (New Jersey, USA). The areas of interest for our
analysis were anterior cingulate cortex (ACC), prelimbic cortex (PrL),
anterior piriform cortex (APC), agranular insular dorsal cortex (Ald),
agranular insular ventral cortex (Alv), nucleus accumbens shell (NAs),
nucleus accumbens core (NAc), habenula (Hb), basomedial amygdala
(BMA), and basolateral amygdala (BLA). The fos-IR areas were quanti-
fied using a computerized system that included a Nikon Eclipse 80i
microscope equipped with a DS-Ril Nikon digital video camera attached
to a contrast enhancement device. The sections that were counted were
selected based on similarities between the experimental and control
groups according to neuroanatomical clues provided by a rat brain atlas
[45]. Fos-IR neurons in the area were counted at only one level because
of the neuroanatomical and neurofunctional differentiation found
within the anteroposterior axis. Counts were performed unilaterally in
one section per animal. The threshold for positive staining was indi-
vidually established by two investigators who were blinded to the
experimental conditions.

2.4. Data analysis

Data were analyzed using GraphPad version 8.0 and are expressed as
the mean + standard error of the mean. Data normality was analyzed
using the Shapiro-Wilk test followed by the Student’s t-test. To evaluate
the weight gain of offspring, dam treatment (saline and LPS) and age
factors were subjected to a two-way analysis of variance (ANOVA),
followed by a Tukey post hoc test. A p-value of < 0.05 was considered
statistically significant. Cohen’s d analysis was used to evaluate the ef-
fect sizes (ES) between the groups. The ES were interpreted as trivial (d
< 0.2),small (0.2 <d < 0.5), moderate (0.5 < d < 0.8), large (0.8 <d <
1.2), very large (1.2 < d < 2.0), and large (d > 2.0). For the two-way
ANOVA test statistic, we calculated eta-squared (1) as the ES. > was
calculated by dividing the Type III sum of squares of the factors of in-
terest by the total sum of squares. The ES were interpreted as follows:
0.01 < 1 < 0.06 indicates a small effect, 0.06 < n? < 0.14 indicates a
moderate effect, and n? > 0.14 indicates a large effect (Hopkins, 2000).
Pearson correlations were used to test for correlations between c-fos
staining data and frequency of social play behavior (pouncing and
pinning). Spearman’s correlation was used for the visual inspection of
scatter plots indicating heteroscedasticity. Correlations were evaluated
as follows: small (0.10-0.29), moderate (0.30-0.49), large
(0.50-0.69), very large (0.70—0.89), nearly perfect (0.90-0.99), and
perfect (1.0) [35,46,47].

3. Results

The MIA with LPS induced a suite of sickness responses, including
reduction in food intake (P < 0.001; Fig. 2A), weight loss (P = 0.004;
Fig. 2B), and reduction in locomotor activity characterized by a reduc-
tion in the distance traveled (P = 0.022; Fig. 2C) and increased immo-
bility time (P = 0.038; Fig. 2D) in the open field arena compared to
control dams. These responses were associated with an increase in the
plasma levels of TNF-« (P < 0.001; Fig. 2E). The number of successful
births was reduced in those treated with LPS (47 % successful preg-
nancies) compared to the control group (100 % successful pregnancies).
Pregnancy success was defined as the birth of at least one live pup. The
dams submitted to MIA showed reduced litter size (P = 0.006; Fig. 3A)
relative to litters born of control dams, and pup weight at PND 1 (P =
0.02; Fig. 3B). However, no differences in weight gain were found in
both males (treatment factor: F1,146 = 2.47, P = 0.11, = 0.011; age
factor: F6,146 = 931.8, P < 0.001, = 2.2; interaction: F6,146 = 0.33; p
=0.91; 1 =0.01; Fig. 3C) and females (treatment factor: F1,147 =10.7,
P = 0.001, 1) = 0.039; age factor: F6,147 = 889.9, P < 0.001, n = 19.5;
interaction: F6,147 = 0.70; p = 0.64; 1| = 0.01; Fig. 3D) during the
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evaluation period.

Maternal behavior was observed twice daily on PNDs 3 and 4. The
data obtained from the observations of both days revealed that LPS-
exposed dams showed an increased percentage of total maternal be-
haviors (p = 0.016) and decreased total non-maternal behaviors (P =
0.016, Fig. 3E). The total maternal behavioral analysis revealed that
LPS-exposed dams showed a significant increase and a large effect in
arched (P = 0.018) and blanket (P = 0.031) nursing compared to control
dams. In contrast, the analysis of total non-maternal behaviors showed
that LPS-exposed dams displayed a significant decrease in the percent-
age of total exploration (P = 0.043) and non-exploring (P = 0.035)
behaviors (Fig. 3E).

Male offspring from LPS-exposed dams showed a decrease in USVs
when separated from their littermates (P = 0.019; Fig. 4A), an increase
in latency to reach the nest bedding in the homing test (P = 0.006;
Fig. 4B), a moderate effect in head dipping in the hole-board test (P =
0.09; Fig. 4C), an increase in the percentage of time spent in the open
arms (P = 0.04; Fig. 4D), and reduction in stretched-attend postures (P <
0.001; Fig. 4E) on EPM compared to the male offspring of control dams.
We observed a negative correlation between the number of stretched-
attend postures (index of risk assessment behavior) and the time spent
in the open arm (r = - 0.44; P = 0.012). In these tests, female offspring
showed a small effect and were not significantly different between the
groups (Fig. 4G-K). Neither male nor female offspring showed a change
in locomotor activity in the open field test (Fig. 4G and L, respectively,
male and female offspring), indicating that differences in behavior be-
tween the saline and LPS groups cannot be attributed to a locomotor
deficit.

In the social play behavior test, male offspring from LPS dams pre-
sented a large effect and significant reduction in pouncing (P = 0.006;
Fig. 5A) and pinning (P = 0.017; Fig. 5B) compared with control rats,
which is considered the most characteristic posture of social play
behavior in rats. The male offspring from LPS dams showed reduced
following behavior (P = 0.004; Fig. 5C). However, no reductions were
found in the time spent sniffing the test partner (P = 0.76; Fig. 5D).
There was a trivial or small effect and no significant difference in the
respective analyzed parameters in female offspring (Fig. SE-H). For this
reason, we also examined c-fos staining in the central processing regions

E
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Fig. 2. Lipopolysaccharide (LPS) induces sick-
ness behavior in pregnant rats. LPS (500 pg/kg
b.w.) or sterile saline was injected intraperito-
neally to pregnant rats on gestation day 16. The
food intake, body weight, and activity in the
open field were recorded. A second set of ani-
mals treated the same way were terminally
anesthetized 2 h post LPS or saline for plasma
tumor necrosis factor o (TNF-t) determination.
Food intake (A) and change in body weight (B)
24 h post the injection of LPS or saline. Distance
traveled (C), and immobility time (D) in the
open field test 2 h post the injection of LPS or
saline. TNF-a plasma levels (E). Data are pre-
sented as the mean + SEM. *p < 0.05; ** p <
0.01, *** p < 0.001 compared to the control
group using a t-test. The eff ject sizes were
interpreted as small (0.2 < d < 0.5), moderate
(0.5 < d < 0.8) and large (d > 0.8).
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of play behavior only in the male offspring of both LPS- and saline-
exposed dams.

Table 1 shows the number of c-fos-labeled neurons in the cerebral
areas of male offspring from control and LPS-exposed dams after the
play behavior test. The LPS group showed a large effect with a reduced
number of c-fos labeled neurons in the anterior cingulate cortex (ACC),
agranular insular dorsal cortex (Ald), agranular insular ventral cortex
(Alv), nucleus accumbens shell (NAs), and nucleus accumbens core
(NAc), a moderate effect in the prelimbic cortex (PrL) and anterior
piriform cortex (APC), and a small effect on the habenula. The pattern of
c-Fos in the prefrontal cortex, striatum, and amygdala of male adoles-
cent offspring after the social play behavior test of representative cor-
onal sections from each group is presented in Fig. 6. On the other hand,
there was a large effect and a significantly higher number of c-fos-
labeled cells in the basomedial amygdala (BMA) and basolateral
amygdala (BLA). The frequency of a specific behavioral activity
(pouncing and pinning) may be expected to correlate with the number of
c-fos labeled in the brain regions driving this activity. Pearson correla-
tions showed a significant positive correlation between c-fos-labeled and
play behavior [moderate: ACC, P1L; APC, Ald, Alv, Hab (Fig. 7A, B, C, D,
E and H respectively); large: NAs (Fig. 7F); very large: NAc (Fig. 7G)]. A
large inverse correlation was detected between c-fos-labeled BMA
(Fig. 71) and BLA (Fig. 7J) and the frequency of play behavior.

4. Discussion

This study describes the acute effects of the systemic administration
of LPS-induced sickness syndrome in pregnant rats and autism-like
behavioral outcomes in prepubertal offspring, such as impaired
communication, and social interactions. In addition, we correlated the
activation of brain areas with a reduction in social play behavior pa-
rameters in the male offspring of rats subjected to prenatal immune
challenge. The MIA model provides a translational tool for exploring the
effects of prenatal immune challenge on the brain and behavioral im-
pairments in offspring [33,48-52].

The activation of the immune response by LPS elevated the maternal
serum concentration of TNF-x and induced a suite of sickness responses
in pregnant rats, including a reduction in motor activity and weight loss
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as a result of the anorexic behavior. Due to its early increase in the blood
during systemic inflammation, TNF-u is a good candidate for mediating
the onset of LPS-induced sickness behavior [53,54]. Furthermore, the
above studies linked LPS-induced pro-inflammatory cytokines (e. g.,
TNF-a) to pregnancy success and fetal death [55-60]. In fact, the
number of successful births and litter size was reduced. Therefore, even
those females that had successful pregnancies had impaired reproduc-
tive output compared to the control group.

Numerous sensory cues regulate maternal behavior, and the sensing
of infant cues is greatly enhanced at parturition [61]. Arched-back
nursing represents the major form of active nursing and plays a
crucial role in neonatal thermoregulation and cellular metabolism for
the adequate development of offspring [62]. Maternal behavior is
regulated by olfactory and auditory stimuli associated with the pups.
Dodecyl propionate from pups’ preputial glands has been demonstrated
to provide chemosignals regulating maternal behavior [63]. The rat
mothers may discriminate the sex of their offspring, and maternal
behavior toward individual pups varies according to the sex of the pup,
such that males usually receive more attention from their mother than
females [61,64]. In addition to olfactory stimuli, ultrasonic calls emitted
by pups when they are isolated from their mother and /or littermates, or
by changes in body temperature, are thought to trigger maternal
behavior [63,65,66]. The long-term consequences of maternal care

should be considered as a putative factor that mediates the behavioral
consequences on offspring [67].

The offspring of dams that showed high levels of pup licking,
grooming, and arched-back nursing showed increased hippocampal
synaptogenesis, increased expression of NMDA receptor subunit and
brain-derived neurotrophic factor mRNA in the hippocampus, and
enhanced spatial learning and memory [68,69]. Furthermore, the
offspring of low-licking/grooming dams display more anxiety- and
depression-like behaviors, suggesting that differences in early maternal
care may be considered as modulators of mood disorder development
[70-73]. We cannot identify the cues by which low-birth-weight pups
from mothers treated with LPS demand greater maternal care. However,
the offspring phenotype was not associated with poor maternal care.

We found that MIA, an environmental risk factor for neuro-
developmental disorders, induced sex-specific autistic-like features by a
reduction in USVs in response to separation from the mother and the
nest, reduction in discrimination between a neutral odor and their nest
odor, moderate effect in stereotypies in the hole-board test, impaired
risk assessment phenotype, and reduction in social play behavior
without affecting locomotor activity only in prepubertal male offspring.

The analysis of the USVs emitted by rodent pups in response to
separation from the mother and the nest is useful, and this can have
implications  for the knowledge and identification of
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female (L) offspring did not show any locomotor activity changes in the open field test at PND 34. Data are presented as the mean + SEM. *p < 0.05; ** p < 0.01, ***
p < 0.001 compared to the control group using a t-test. The eff ;ect sizes were interpreted as small (0.2 < d < 0.5), moderate (0.5 < d < 0.8) and large (d > 0.8).

neurodevelopmental disorders, including rodent models of ASD-like
symptoms [59,74,75]. These USVs play an essential communicative
role in mother-offspring interactions and are crucial for pup survival.
Furthermore, the homing behavior test evaluates the ability of mice to
discriminate their home cage odor from a neutral odor, an early indi-
cator of social diserimination [38]. Our results indicate that male pups
from LPS-exposed dams show deficits in social communication and so-
cial discrimination. The sex-related differences observed in the behav-
ioral tests may be due to sex-specific alterations of the nervous system
during development. Previous reports have shown that the behavioral
indications of olfactory impairments in infant rats prenatally treated
with LPS can be related to decreased dopamine levels in the olfactory
bulb [76]. The sex differences in anti-inflammatory responses (higher
levels of mRNA for IL-10 and its receptor IL-10ra) in female mouse pups
from maternal immune activation induced by polyinosinic:polycytidylic
acid (Poly I:C) raise the possibility of protective (resilience-related)
processes that reduce the prevalence of ASD-like signs in females [77].
However, genes linked to sex chromosomes and hormonal changes may
underlie these differences.

Stereotypies and/or restricted interests are the second core symp-
toms of ASD [78,79]. Accordingly, LPS-exposed male rats, but not fe-
male rats, showed a moderate effect, but not significant, on stereotypies
on the hole-board test. Furthermore, anxiety is a common co-morbid
feature displayed by patients with autism [80,31], and studies have
outlined sub-optimal risk assessment in individuals with ASD, partially
explaining the rate of higher immortality and self-injury [32]. We found
that LPS-exposed male, but not female, rats showed an anxiolytic-like
and impaired risk assessment phenotype. Risk assessment behavior
comprises information-gathering behaviors displayed in potentially
threatening situations, the function of which is to optimize the most
adaptive behavioral strategy. Similarly, Oron and colleagues showed

that genetic models of ASD [CASPR2 KO, SHANK3b KO (exon 13-16),
Chr16p11.2df, and BTBR] exhibit anxiolytic behavior and deficient risk
assessment behavior [83]. South and colleagues suggest that high anx-
iety in children and adolescents with ASD leads to increased motivation
due to a fear of failure, indicating that anxiety associated with ASD may
manifest differently from classic anxiety [80,32]. Risk assessment
behavior has not previously been characterized in MIA induced ASD-like
symptoms in rats.

Social play behavior has been observed in most mammalian species,
including humans [34]. Social interactions in adolescent rodents help
guide the practice of behaviors in a mock form that will later form part of
the adult behavioral repertoire (e.g., sexual and aggressive behaviors)
[85,36]. In the laboratory, it is easy to see if animals have been deprived
of playful social interactions for some time prior to being observed [41,
84]. When such rat pups are placed together in a non-threatening
environment, they rapidly begin to exhibit vigorous social interaction
in that animals chase and pounce on each other, sometimes unilaterally,
sometimes mutually, with rapid role reversals. They repeatedly poke
and nip each other, often at the nape of the neck, but also on the ventral
surface when one animal is pinned [41,54]. Our results showed a
sexually dimorphic effect since only males from LPS-exposed dams
exhibited reduced social play behavior characterized by a reduction in
pouncing and pinning frequency compared to those from control
offspring.

Social play is a rewarding behavior, and information about the
neural substrates involved in social play behavior deficits of the
offspring of MIA-dams is limited. Therefore, to understand the neuro-
biology of social play in this model, the cellular activity after social play
using the immediate early gene c-fos as a marker was utilized. Social
play behavior alters c-fos expression in several brain regions [85]. Pre-
vious studies have reported that social play behavior induces a
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Table 1

Number of c-Fos-labeled neurons induced by social play behavior in the cerebral
areas of the offspring of control dams or dams prenatally submitted to maternal
immune activation (MIA).

Cerebral areas Experimental groups t-test Effect size
Control MIA P-value Cohen’s d

ACC 294.7 £ 66.0 1184 + 23.8* 0.03 1.21

PrL 247.1 =504 156.3 = 41.6 0.18 0.73

APC 370.1 = 96.6 248.3 £ 28.1 0.24 0.60

Ald 31.0 =+ 8.22 12.8 £ 5.8 0.09 0.90

Alv 53.6 =+ 11.5 30.5+ 83 0.13 0.81

NAs 1324 + 383 428 + 11.4* 0.03 1.19

NAc 79.3 £ 25.6 33.0 = 149 0.13 0.83

Hb 357 + 8.1 29.0 = 4.1 0.48 0.38

BMA 74+23 30.7 = 7.2* 0.01 1.54

BLA 19.5 =+ 6.4 49.1 = 11.0* 0.04 1.25

Values are the mean -+ SEM. *p < 0.05 when compared to the control group
using a t-test. The eff ;ect sizes were interpreted as small (0.2 < d < 0.5),
moderate (0.5 < d < 0.8), and large (d > 0.8). n = 6 per group. ACC, anterior
cingulate cortex; PrL, prelimbic cortex; APC, anterior piriform cortex; Ald,
agranular insular dorsal cortex; Alv, agranular insular ventral cortex; NAs, nu-
cleus accumbens shell; NAc, nucleus accumbens core; Hb, habenula; BMA,
basomedial amygdala; BLA, basolateral amygdala.

heterogeneous c-fos expression pattern in several prefrontal regions,
including the dorsal region of the medial prefrontal cortex (ACC and
PiL) and agranular insular regions, Ald and Alv, compared with naive
animals, suggesting that the various prefrontal subregions may have a
different role in modulating social play behavior [35,36,537]. Similar to
the prefrontal cortex, the different subregions of the striatum, including
the NAc and NAs, were activated by social play behavior. Correlations

between the c-fos activity of the medial prefrontal/agranular insular
regions and striatal regions were reported by van Kerkhof et al. [87],
who suggested a corticostriatal projection that is activated during social
play behavior. Rats with neonatal ablations of the medial prefrontal
cortex exhibited fewer playful responses and evaded when pinned
compared to sham-lesioned rats [36]. Furthermore, neonatal dopamine
depletion in the striatum causes rats to use less complex defense stra-
tegies during a playful encounter and be more likely to switch to other
behavior types [38], resembling the effect of neonatal lesions of the
medial prefrontal cortex. Temporary pharmacological inactivation using
GABA agonists decreases pinning, pouncing, and total play duration
when administered to the PrL infralimbic cortex, orbitofrontal cortex,
and habenula but increases the total time spent on social play behavior
when administered in the NAc [42,59]. Methylphenidate, an inhibitor of
dopamine and norepinephrine reuptake transporters, is a psychostimu-
lant drug used as a first-line treatment for attention-deficit hyperactivity
disorder and suppresses play behavior when administered in the ACC,
habenula, and BLA [42,90]. Social play is a rewarding activity that af-
fects both the habenula and BLA. Therefore, inhibition of these and the
prefrontal regions with methylphenidate may have influenced the
cognitive aspects of social play behavior [42,90,91]. The prelimbic and
infralimbic cortices reciprocally innervate the ACC, and both have
reciprocal connections with the BLA and BMA. The infralimbic cortex
also sends innervation to the habenula. Both the basolateral amygdala
and habenula innervate the prefrontal cortex via the mediodorsal thal-
amus [92]. The insular cortex estimates risk and guides decision-making
under uncertainty. Moreover, lesions of the human and rodent insula
result in changes in decision-making under circumstances that involve
uncertain rewards and risks [93]. In humans, the insular cortex is a
neuronal substrate for empathy [93]. We observed a moderate or large
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pm. The coordinates were based on the rat brain atlas of Paxinos and Watson [45].

effect reducing c-fos activation in brain areas (ACC, PrL, APC, Ald, Alv,
NAs, and NAc) after the social play section in offspring from dams
subjected to MIA compared to control animals. Furthermore, the c-fos
activation pattern was positively correlated with the expression of play
behavior in several brain regions, except for the BLA and BMA. Our
present data supports our hypothesis that the reduction of social play
behavior in offspring from dams subjected to MIA is not exerted through
a single neural substrate once the pattern of neural activation of several
cerebral areas and relevant neurobiological substrates for social play
behavior differs from the activation pattern observed in control animals.
Furthermore, we observed an increase in the c-fos activation of BLA and
BMA in offspring from dams subjected to MIA compared to control an-
imals, which was negatively correlated with the expression of play
behavior.

The amygdala has been implicated as a key component of the social
cognitive circuitry, and the role of the amygdala in determining the core
social characteristics in ASD has been demonstrated in pediatric sMRI
studies that have found increased total amygdala volumes in young
children with ASD relative to controls [94,95]. Abnormalities within the
fronto-limbic networks, including the amygdala, have been associated
with social communication deficits, and structural abnormalities in
these regions have been linked to ASD symptomatology [96-99]. Pre-
vious studies have shown that in rodents, the social play section does not
induce c-fos activity expression in the entire amygdala in rats [87,100]
but increases the BLA of mice [101]. In addition, electrolytic lesions of
the amygdala in juvenile rats (PND 21) reduced social play behavior
[102], and pharmacological modulation of social play behavior with
psychomotor stimulants such as methylphenidate inhibits social play
[90]. Previous findings in heterozygous PTEN mutant mice (Pten+/—), a
model of macrocephaly/autism syndrome, showed hyperconnectivity

and hyperactivity in the medial prefrontal cortex-amygdala circuitry
characterized by excessive c-fos reactivity on the prefrontal cortex and
BLA in response to social cues that contribute to social interaction def-
icits [101]. Impaired social play behavior in valproate-induced rat
autistic phenotypes has been attributed to GABA dysfunction or alter-
ations in inhibitory/excitatory balance in limbic structures, including
the amygdala [103,104]. These studies support our hypothesis that
hyperactivation of the amygdala is involved in social play behavior
deficits in the offspring of MIA-dams.

The lack of specific pharmacological treatments for neuropsychiatric
diseases, such as ASD, highlights the need for a greater understanding of
the neural mechanisms that mediate social behaviors. Overall, our study
demonstrates that prenatal immune challenge results in ASD-like
symptoms such as impaired risk assessment behavior, communication,
and social interactions in male prepubertal offspring. In addition, this
study provides new evidence that impaired social play behavior is
correlated with neuronal hyperactivation in the amygdala.
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Fig. 7. Comrelation between the parameter of play behavior (frequency of pouncing and pinning) and the amount of c-fos-expression on several brain areas. Scatter
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ANEXO A

MIMISTERIO DA EDUCAGAD

Universidade Federal de Alfenas. Unifal-MG
Rua Gabris] Montsim da Siha, TD0.  AlfenasMG. CEF 37130-000
Fone- (35) 32951000, Fao: [35) 3295-1063

[~
Comiss3e de Efica no Uso de Animais — CEUAUNIFAL '.'_I..E HE!E
CERTIFICADO

Ceriificamos que a proposta intitulada “Estudos de mecanismos
neurcinflamatorios  envolvidos no  desenvolimento das  alteracGes
comportamentais e de respostas autondmicas em modelo translacional de
transtormo de espectro autista fase |°, registrada com o n® 6672017, sob a
responsabilidade de Alexandre Giusti-Paiva, que envolve a produgdo,
manutengdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) -
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de & de outubro de
2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagcdo Animal (CONCEA), e
foi aprovado pela COMISSAC DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA-UNIFAL)
DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS.

Finalidade () Ensino { X ) Pesquisa cientifica
Vigéncia da autorizagdo De 23/0172018 a 30/09/2021
Espécieflinhagem/raga Rato Wistar f heterogénico

N® de animais 286 (30 machos e 256 fémeas)
Sexo Machos/Femeas
Origem Biotério Cenfral da UNIFAL

Alfenas, 23 de Janeiro de 2018.

™.

~k Dy Ay et -
Prof. Dr. Leonardo Augusto de Almeida
Coordenador CEUA-UNIFAL
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ANEXO B

MIMISTERIO DA EDUCACAD
Universidade Federal de Alfenas. Unifal-MG %

Rua Gabrial Monloino da Siva, TD0. Afanes/MG. CEP 37130-000
Fonac (35) 3289-9000. Fmc (35) 32991063

=]
Comissao de Etica no Uso de Animais —- CEUA/UNIFAL y__n*!*fﬂ!,l.

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Estudoe de mecanismos
neurocinflamatérios  envolvidos no desenvolvimento das  alteragbes
comportamentais & de resposta autondmicas em modelo translacional de
transtormo do espectro autista: Fase II%, registrada com o n® 14/2019, sob a
responsabilidade de Alexandre Giusti Paiva, que envolve a produgdo,
manutengdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) -
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagio Animal (CONCEA), &
foi aprovado pela COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA-UNIFAL)
DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS.

[Finalidade { ) Ensino {X) Pesquisa cientifica
Vigéncia da autorizagdo | De 02/09/2019 a 30/06/2022
Espéciellinhagemiraca Rato Wistar / heterogénico

N? de animais Adultos: Machos: 30 Fémeas: 102
Filhotes: Machos: 288 Fémeas: 288
Total: 708

Sexo Machos e Fémeas

Origem Biotério Central da UNIFAL (Adultos)

Alfenas, 02 de Setembro de 2019.

s
T T i 07 il
R UL e AL A

.

Prof. Dr. Leonardo Huﬁmm de Almeida
Coordenador do CEUA/UNIFAL-MG
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ANEXO C

MIMISTERIO DA EDUCACAD
Universidade Federal de Alfenas. Unifal-MG %

Rua Gabrial Monloino da Siva, TD0. Afanes/MG. CEP 37130-000
Fonac (35) 3289-9000. Fmc (35) 32991063

=]
Comissao de Etica no Uso de Animais —- CEUA/UNIFAL quH,EE

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Estudo de mecanismos envolvidos nas
alteragbes comportamentais e de respostas autondmicas ao estresse em modelo
translacional de transtorno do espectro autista”, registrada com o n® 21/2019,
sob a responsabilidade de Alexandre Giusti Paiva, gue envolve a produgso,
manutengio ou utilizagio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) -
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagio Animal (CONCEA), e
foi aprovado pela COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA-UNIFAL)
DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS.

Finalidade ( ) Ensino (X) Pesquisa cientifica
Vigéncia da autorizagdo De 02/09/2019 a 30/09/2021
Espécieflinhagem/raca Rato Wistar / heterogénico

[N° de animais Adultos: Machos: 20  Fémeas: 70
Filhotes: Macheos: 192 Fémeas: 192
Total: 474
Sexo Machos & Fémeas
Origem Biotério Central da UNIFAL {Adultos)

Alfenas, 02 de Setembro de 2019.

™
‘“mllfﬁ-l S
Prof. Dr. Leonardo Augusto de Almeida
Coordenador do CEUA/UNIFAL-MG
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