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Resumo

A administragdo do componente bacteriano lipopolissacarideo (LPS) durante o inicio
de vida € um modelo animal comumente utilizado de infec¢éo precoce. Os efeitos desse
tratamento sobre o comportamento exploratério tém sido geralmente observados em ratos
adultos. Contudo, sabe-se pouco sobre esses efeitos em etapas importantes do
desenvolvimento como a adolescéncia. O presente trabalho analisou o efeito da inoculagéo
repetida de LPS em ratos recém-nascidos, sobre o comportamento exploratério. No primeiro
experimento, filhotes machos de ratos Wistar foram distribuidos em trés grupos (N = 12) e
receberam injecdes intraperitoneais de solucao veiculo (PBS) ou de LPS (E. coli; 0,05 mg/kg),
ou foram mantidos sem tratamento, nos dias 3 e 5 de vida. Na adolescéncia, entre os dias 40
e 46 de vida, os animais foram expostos aos seguintes testes comportamentais: labirinto em
cruz elevado, campo aberto, reconhecimento de objeto novo, tAbua de buracos, gradiente de
aversdao elevado e nado forcado. Os resultados mostraram que ratos adolescentes expostos a
esse paradigma de inoculacéo exibiram um perfil de comportamento impulsivo caracterizado
pelo aumento de locomocéo, exploracdo de areas abertas e baixa neofobia, quando
comparados com os animais dos grupos controle. Esses animais exibiram também um estilo
ativo de lidar com o estresse na primeira sessédo do nado forcado. Semelhante ao
procedimento utilizado no primeiro experimento, um segundo experimento foi realizado para
determinar se uma inoculacao diaria mais prolongada de LPS (dias 2 a 7 de vida) poderia
alterar o comportamento exploratorio na adolescéncia. Os resultados mostraram que uma
inoculag&o intensa alterou o estilo de enfrentamento do estresse em ratos adolescentes.
Durante a primeira sessao do nado forgado, os ratos tratados com LPS escalaram durante
menos tempo e permaneceram mais tempo na postura imovel, quando comparados com
animais dos grupos controle. No conjunto, os resultados dos dois experimentos mostraram
que manipulacdes repetidas no inicio de vida podem aumentar a atividade exploratoria e que
a inoculagéo precoce de LPS resulta em aumento do nimero de levantadas. Discute-se o
papel das citocinas no inicio de vida sobre 0 desenvolvimento de componentes relacionados a
resposta de estresse, bem como a importancia da experiéncia precoce com organismos

infecciosos na elaboracéo de respostas adaptativas a novidade na adolescéncia.



Abstract

The administration of the bacterial component lipopolysaccharide (LPS) during early
life is a commonly used animal model of early infection. The effects of this treatment on
exploratory behavior have generally been observed in adult rats. However, little is known about
these effects on important stages of development such as adolescence. The present study
analyzed the effect of repeated inoculation of LPS in newborn rats on the exploratory behavior.
In the first experiment, male Wistar rat pups were divided into three groups (N = 12) and
received intraperitoneal injections of either vehicle solution (PBS) or LPS (E. coli; 0.05 mg/kg)
or were left undisturbed at 3 and 5 days of age. In adolescence, between 40 and 46 days of
age, the animals were exposed to the following behavioral tests: elevated plus-maze,
open-field, novel-object exploration task, hole-board, elevated aversion gradient and the
forced swim test. The results showed that adolescent rats exposed to this paradigm of early
inoculation exhibited a profile of impulsive behavior characterized by increased locomotion,
high exploration of open areas and low neophobia when compared with control group animals.
These animals also exhibited an active style of coping with stress in the first session of the
forced swim test. Similar to the procedure used in the first experiment, a second experiment
was conducted to determine whether prolonged daily inoculation of LPS (2 to 7 days of age)
could alter the exploratory behavior during adolescence. The results showed that prolonged
inoculation altered the stress coping style in adolescent rats. During the first session of the
forced swim, rats treated with LPS spent less time climbing and spent more time in immobile
posture, as compared with the control group animals. As a whole, the results of both
experiments showed that repeated manipulations in early life may increase exploratory activity
and early LPS inoculation leads to increased number of rearings. The role of cytokines in early
life on the development of components related to stress response is discussed together with
the importance of early experiences with infectious organisms in the development of adaptive

responses to novelty during adolescence.



Efeito da inoculacéo de lipopolissacarideo
em ratos recém-nascidos sobre 0 comportamento
exploratorio na adolescéncia.

1. Introducéo Geral

1.1. Infeccdo como evento de estresse precoce

Eventos adversos no inicio de vida tém efeitos permanentes sobre o comportamento.
Em humanos, por exemplo, existe uma forte relagdo entre o desenvolvimento de
psicopatologias na fase adulta e as experiéncias de estresse precoce (Levine et al., 2005; Shea et
al., 2005; Teicher et al., 2006). A literatura mostra que a perda dos pais durante a infincia
aumenta significativamente a probabilidade de desenvolver depressao maior (Kendler et al.,
2002) e psicose (Morgan et al., 2007), além de induzir mudangas duradouras na fun¢do
neuroenddcerina (Tyrka et al., 2008). Experiéncias precoces de abuso e negligencia parental sdo
também consideradas como fatores de risco do comportamento suicida na adolescéncia e na
vida adulta (Brodsky e Stanley, 2008). De fato, em um estudo post-mortem, foi constatada a
relagdo entre o abuso infantil e a regulacao de receptores de glicocorticoides no cérebro de
adultos vitimas de suicidio (McGowan et al., 2009).

A utiliza¢ao de modelos animais tem fornecido informacdes relevantes sobre os
possiveis mecanismos pelos quais eventos adversos precoces alteram de forma duradoura a
resposta emocional. Fatores ambientais presentes durante o inicio da vida de roedores, como o
manuseio (Beane et al., 2002; Gomes et al., 2006) e desnutricao (Lesage et al., 2006; Levay et
al., 2010), alteram a fun¢ao de estruturas relacionadas a resposta ao estresse. No entanto, nas
pesquisas pré-clinicas, o evento estressante melhor caracterizado tem sido a separagdo materna
(Lehmann e Feldon, 2000; Imanaka et al., 2006; Millstein e Holmes, 2007). Esta estabelecido
que a separacao de filhotes de roedores de suas maes leva, na vida adulta, a comportamentos
relacionados a ansiedade e reducdo da exploracdo de ambientes novos (Caldji et al., 2000;
Daniels et al., 2004), bem como a mudancas na fung¢do dos circuitos neurais que modulam a
resposta ao estresse (Meaney et al., 1996; Plotsky et al., 2005; Lippmann et al., 2007).
Provavelmente, como resultado da utilidade do paradigma de separagdo materna, outros
eventos estressantes que, do ponto de vista etologico, podem ocorrer com maior frequéncia no

inicio de vida, tém recebido menos atencdo. Um bom exemplo desse tipo de evento consiste na
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infeccdo bacteriana precoce. Embora, de forma intuitiva, a infecgdo nao parega ser um evento
estressante, ela pode gerar todas as seqiielas fisiologicas de uma resposta ao estresse (Shanks et
al., 1995; 2000; Beishuizen e Thijs, 2003), as quais sdo potencialmente capazes de alterar o
comportamento da mesma forma que eventos estressantes de tipo emocional (Granger et al.,
1996; Granger et al., 2001; Karrow, 2006). Em humanos, por exemplo, tem-se demonstrado
que a infec¢do durante a gravidez por virus, bacterias ou parasitas, associa-se ao aumento da
incidéncia de esquizofrenia (para uma revisdo, ver Boksa, 2010).

As alteracdes fisiologicas e comportamentais observadas em ratos adultos submetidos a
estresse precoce por separacao materna sao semelhantes aquelas observadas em animais
expostos a inoculagdo de LPS na primeira semana de vida. Especificamente, esses dois tipos de
estresse precoce podem resultar no aumento dos comportamentos relacionados a ansiedade

(Breivik et al., 2002; Daniels et al., 2004; Walker et al., 2004)

1.2. Inoculacéo de lipopolissacarideo (LPS) como modelo de infeccdo em

recém-nascidos

A infec¢do no recém-nascido, assim como no adulto, resulta na rapida mobilizagao de
recursos tanto imunologicos quanto neuroenddcrinos. A mobilizagdo destes sistemas leva, por
sua vez, a subseqiiente liberagdo de uma variedade de moléculas regulatorias e efetoras que
desempenham um papel fundamental na elimina¢do das bactérias invasoras e na limitacao dos
danos causados por elas (Alexander e Rietschel, 2001). Enquanto essa resposta ¢ fundamental
para resolver a ameaga imediata imposta ao organismo, muitas das moléculas liberadas na
tentativa de combater a infec¢do podem influenciar os processos normais de desenvolvimento
(Moritz et al., 2005; Seckl e Meaney, 2006). Ao estudar as consequéncias da infecgdo precoce,
¢ dificil separar os efeitos do agente infeccioso dos efeitos da resposta imunoldgica aquele
agente propriamente dita (Granger et al., 2001). Com o intuito de resolver tal dificuldade, um
estimulo padrdo ndo-replicavel ¢ utilizado como uma aproximacao de uma infecgdo sistémica
viral ou bacteriana (Tilders et al., 1994). A endotoxina lipopolissacarideo (LPS), o maior
componente da parede celular das bactérias Gram-negativas, ¢ um dos estimulos padrao
comumente utilizado como modelo de infec¢do (para uma revisao, ver Karrow, 2006).

Os efeitos do LPS sao regulados através da sua interagdo com receptores do tipo Toll-4.
Esse tipo de receptores desempenha um papel fundamental no reconhecimento preliminar dos
patdgenos em mamiferos e sdo expressos em células do sistema imune, tais como macrofagos,

células dendriticas, além de algumas células nao-imunes, dentre as quais incluem-se



fibroblastos e células epiteliais (Wang et al., 2006). Assim que o LPS se liga ao receptor Toll-4,
inicia-se um processo de sinalizagdo intracelular que leva a expressao de citocinas
pro-inflamatérias como interleucina-1p, interleucina-6 e fator de necrose tumoral alfa (Wang et
al., 2006). Esse tipo de citocinas pro-inflamatorias sdo conhecidas por serem potentes
ativadores do eixo hipotaldmico-pituitario-adrenal (Besedovsky et al., 1991; Goshen e Yirmiya,
2009).

Considerando que o LPS ¢ um forte indutor da imunidade inata, € que a sua
administracdo imita a maioria das alteragdes fisiologicas induzidas durante uma infec¢ao
bacteriana Gram-negativa real (Alexander e Rietschel, 2001), a administracao dessa endotoxina,
em recém-nascidos, tem sido um modelo importante para investigar as consequéncias a longo
prazo de uma infeccdo precoce. A endotoxina LPS ¢é conhecida por estimular tanto o sistema
imunolégico quanto o sistema enddcrino.

A administragdo de LPS em ratos adultos induz um conjunto caracteristico de sintomas
fisiologicos e comportamentais que incluem febre (Gaykema et al., 1998), atividade reduzida
(Engeland et al., 2003; Franklin et al., 2003), anorexia e adipsia (Hart, 1988; Cross-Mellor et al.,
2000) e ativagao do eixo hipotalamico-pituitario-adrenal que resulta na liberagdo de
corticosterona (Engeland et al., 2006). De forma similar, a administracdo de LPS no inicio de
vida também induz esses sintomas observados em adultos, incluindo a diminuic¢ao da atividade
locomotora e a ativagdo do eixo hipotalamico-pituitario-adrenal (Skanks e Meaney, 1994; Dent
et al., 1999; Walker et al., 2004).

A administracdo de LPS em ratas gestantes ¢ um modelo bem estabelecido de infecgao
sistémica perinatal. A prole de ratas gestantes tratadas com LPS exibe, ao atingir a fase adulta,
aumento de locomogao induzida por anfetamina (Fortier et al., 2004), aumento de ansiedade
(Hava et al., 2006; Wang et al., 2009), diminui¢do da interagao social (Hava et al., 2006),
prejuizos significativos tanto na inibi¢cdo pré-pulso (Fortier et al., 2004; Romero et al., 2007),
como na memoria de reconhecimento de objetos (Coyle et al., 2009) e na aprendizagem
espacial (Lanté et al., 2008). Considerando que a primeira semana apos o nascimento do rato ¢
equiparavel ao tltimo trimestre da gestagdo humana (Lupien et al., 2009), outros estudos tém
observado os efeitos da administracdo de LPS em recém-nascidos. Animais adultos que foram
expostos a LPS na primeira semana de vida exibem alteragdes na resposta neuroendocrina
(Shanks et al., 1995), neuroimunolégica (Ellis et al., 2006), sensibilidade a drogas
dopaminérgicas (Tenk et al., 2007), bem como alteragdes cognitivas (Harré et al., 2008;
Kohman et al., 2008) e aumento de comportamentos relacionados com ansiedade (Breivik et al.,

2002; Spencer et al., 2005; Walker et al., 2009).



1.3. Efeitos da infeccdo precoce sobre o desenvolvimento

Em humanos, as infecgdes bacterianas constituem a principal causa de infecgao em
recém-nascidos e constituem um fator importante do nascimento prematuro (Osrin et al., 2004;
Skogstrand et al., 2008). A capacidade dos recém-nascidos para montar uma resposta
imunoldgica contra a regido polissacaridica da bactéria ¢ particularmente comprometida,
resultando em uma significativa mortalidade infantil (Osrin et al., 2004). Além dessas
consequéncias imediatas, as infec¢des bacterianas no inicio de vida podem alterar o curso
normal do desenvolvimento neural, que por sua vez resulta em alteracdes duradouras no
comportamento. As infec¢des produzidas pela bactéria Escherichia coli, em especial nos
prematuros, estdo associadas a atrasos significativos no desenvolvimento neurologico, que
ocorrem independentemente do local da infec¢do (Stoll et al., 2004). No mesmo sentido,
existem diversos estudos que mostram a relagdo entre infecg¢do perinatal e paralisia cerebral
(para uma revisdo ver, Huleihel et al., 2004; Girard et al., 2009). Outra consequéncia comum da
infeccdo perinatal consiste na resposta aumentada do eixo hipotaldmico-pituitario-adrenal a
situacdes de estresse na vida adulta (Granger et al., 1996; Skanks e Meaney, 1994; Skanks et al.,
1995; 2000), evento que, por sua vez, pode alterar a resposta emocional exibida pelos animais
quando expostos a novidade (Breivik et al., 2002; Walker et al., 2004, 2009).

As alteragdes a longo prazo da infecgdo precoce parecem estar associadas a modulagao
do eixo hipotalamico-pituitario-adrenal pela a¢ao das citocinas e dos glicocorticoides
(Silverman et al., 2005; Karrow et al., 2006). As citocinas pré-inflamatérias sao liberadas nos
primeiros estidgios de uma resposta imune por uma variedade de células que incluem
macrofagos, microglia e neurdnios (Silverman et al., 2005). Além do papel essencial no
recrutamento e prolifera¢do de linfocitos T e B na periferia, as citocinas também modulam a
sobrevivéncia e diferenciagdo de neurdnios (Marx et al., 2001), e também o crescimento ¢
organizac¢do dos dendritos (Gilmore et al., 2004). Dado o seu papel crucial no desenvolvimento
do cérebro, ndo ¢ de estranhar que os niveis elevados de citocinas pro-inflamatorias, geradas
pelo sistema imunologico materno ou fetal durante a infec¢@o perinatal, tenham sido associados
com o desenvolvimento anormal do cérebro do feto e com alteragdes no desenvolvimento
neuroldgico (Cai et al., 2000; Pang et al., 2003; Yuan et al., 2005; Meyer et al., 2006).

Além de contribuir para a progressao da resposta imune contra a infeccdo, as citocinas
liberadas como parte da resposta imune inata podem ativar o eixo
hipotalamico-pituitario-adrenal, resultando na liberagdo de glicocorticoides (para revisdes, ver

Haddad et al., 2002 e Goshen e Yirmiya, 2009). Por sua vez, os glicocorticoides liberados



modulam as células imunolégicas para suprimir a sintese e liberacdo adicional de citocinas,
protegendo assim o hospedeiro das consequéncias prejudiciais de uma elevada resposta
imunolégica, como dano tecidual, auto-imunidade e choque séptico (Silverman et al., 2005).
No entanto, o aumento de glicocorticdides produzido pela exposi¢do precoce a endotoxina esta
também associado a diminui¢do da densidade dos receptores de glicocorticdides no hipotalamo,
hipocampo e cortex frontal em adultos (Granger et al., 1996). Essa sub-regulacao na
concentracdo de receptores resulta na diminui¢do da retroalimentagao negativa de
glicocorticdides e, consequentemente, em elevacdes mais pronunciadas e duradouras de
corticosterona apds exposicdo ao estresse na vida adulta (Shanks et al., 1995).

A adolescéncia ¢ um periodo de consideraveis transformagdes em que se observa
aumento da incidéncia de disturbios psiquiatricos, tais como esquizofrenia, abuso de
substancias e transtornos de ansiedade (Paus et al., 2008). Durante esse periodo de alta
plasticidade, a maturagdo e rearranjo das principais vias de neurotransmissores ainda estao
acontecendo (Spear, 2000). Em roedores, a adolescéncia compreende o periodo entre os dias
que antecedem o inicio da puberdade (por volta dos 40 dias em ratos e camundongos) e poucos
dias depois (Spear e Brake, 1983). Ratos adolescentes exibem um repertorio comportamental
que inclui altos niveis de exploragdo, busca de novidade, impulsividade e exposi¢ao ao risco
(Laviola et al. 2003). Por outra parte, a adolescéncia ¢ também um periodo em que os efeitos a
longo prazo do estresse precoce tornam-se evidentes. Por exemplo, o estresse pré-natal tem
como resultado a diminui¢do de comportamentos relacionados com ansiedade em ratos
adolescentes testados no labirinto em cruz elevado (Estanislau e Morato, 2006). Além disso,
ratos adolescentes submetidos a separacdo materna durante os primeiros dias de vida, exibem
um perfil de comportamento impulsivo e hiperatividade no campo aberto e na caixa
claro-escuro (Colorado et al., 2006), bem como uma diminui¢do dos comportamentos
relacionados a ansiedade no labirinto em cruz elevado (Koehnle e Rinaman, 2010).

De forma geral, diversos estudos tém descrito alteracdes fisioldgicas e comportamentais
a longo prazo, devidas a exposi¢do a uma infec¢ao no inicio de vida em ratos. Embora a maioria
desses estudos tenha avaliado os efeitos da infec¢do precoce quando os animais atingem a fase
adulta, pouco se conhece sobre esses efeitos na adolescéncia. Dessa forma, em obediéncia ao
objetivo do presente trabalho, estudou-se o efeito da inoculagao de LPS em ratos

recém-nascidos sobre o comportamento exploratorio na adolescéncia.



2. Experimento 1 — Comportamento exploratorio de ratos
adolescentes expostos a uma inoculacdo moderada de LPS

no inicio de vida.

2.1. Introducéo

Os efeitos a longo prazo de infecgdes precoces tem sido investigados através da
administracao de LPS em recém-nascidos. A principal vantagem da administragdo de LPS, ao
invés da bactéria viva, consiste na capacidade de controlar a dosagem e a confiabilidade do
efeito (Rosenberger et al., 2000). Embora varios modelos tenham sido utilizados para simular
uma infec¢do bacteriana (Granger et al., 1996; Bilbo et al., 2005; 2008; Spencer et al., 2005;
Jenkins et al., 2009), a administracdo de LPS nos dias 3 e 5 de vida parece ser o paradigma mais
utilizado de infecg¢do em recém-nascidos (Shanks et al., 1995, 2000; Breivik et al., 2002;
Hodgson e Knott, 2002; Walker et al., 2004, 2006, 2008, 2009; Tenk et al., 2007; Kohman et al.,
2008). O modelo de duas inoculagdes de LPS na primeira semana de vida tem a propriedade de
estimular o sistema imunoldgico, produzindo um aumento de corticosterona (Shanks et al.,
1995; Walker et al., 2004) e resultando em uma variedade de altera¢des imunoldgicas,
endocrinas e comportamentais na fase adulta. Por exemplo, animais que foram tratados nos dias
3 e 5 de vida com LPS exibem, quando adultos, um aumento significativo do horménio
adrenocorticotrofico e de corticosterona em resposta ao estresse agudo (Shanks et al., 1995),
inflamacao reduzida da pata posterior durante artrite adjuvante e reducao da proliferagdo de
linfocitos (Shanks et al., 2000), bem como niveis circulantes elevados de citocinas
pré-inflamatorias (Breivik et al., 2002) e susceptibilidade a coloniza¢ao de tumor (Hodgson e
Knott, 2002). Ratos adultos que foram tratados com LPS nesse paradigma de administragdo
exibem também aumento de comportamentos relacionados a ansiedade (Breivik et al., 2002;

Walker et al., 2004, 2009).

2.1.1. Objetivo

Considerando que outros paradigmas de administragao de LPS, como uma tinica injecao
no dia 14 de vida (Spencer et al., 2005), ndo parecem alterar os comportamentos relacionados a
ansiedade na vida adulta, neste primeiro experimento, estudou-se o efeito da administragao de

LPS no dia 3 e 5 de vida sobre o comportamento exploratorio de ratos adolescentes.



2.2. Materiais e métodos

2.2.1. Sujeitos

Foram utilizadas quatro ninhadas de ratos Wistar compostas por uma ama-de-leite e
nove filhotes machos de um dia de idade, provenientes do Biotério Central do Campus da
Universidade de Sao Paulo em Ribeirdo Preto. As amas e as ninhadas foram alojada em caixas
de polipropileno (40 x 34 x 17 cm) com dgua e comida a vontade, em um biotério mantido em
ciclo claro-escuro de 12 horas (luzes acesas as 7 h da manha), cuja condi¢ao de luminosidade
era de 30lux medidos no piso logo abaixo da lampada, fornecidos por um bulbo incandescente
de 60 W. A temperatura foi mantida entre 24 ¢ 27° C. Os filhotes foram desmamados no dia 21
e alojados em grupos de 4-5 animais por caixa até que atingiram 40 dias de idade, quando foram
avaliados os efeitos a longo prazo da estimulagdo imunoldgica precoce. Os experimentos
relatados neste trabalho foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do

Campus de Ribeirao Preto da Universidade de Sao Paulo, Brasil (Protocolo 09.1.1587.53.6).

2.2.2. Equipamento

EQUIPAMENTOS E TESTES COMPORTAMENTAIS. Todos os testes comportamentais foram
realizados entre os dias 40 e 46 de vida, periodo correspondente a adolescéncia média (Spear e
Brake, 1983). O protocolo de avaliagdo comportamental utilizado foi semelhante ao descrito
por Spencer et al (2005) para avaliar o efeito de um insulto imunolédgico precoce sobre
comportamentos relacionados ao medo e a ansiedade em ratos adultos. Além disso, no presente
estudo, os ratos adolescentes foram expostos a outros testes para avaliar comportamentos
relacionados a exploragado direcionada e a impulsividade. Deste modo, todos os animais foram
expostos a seis testes comportamentais na mesma sequéncia: labirinto em cruz elevado, campo
aberto, teste de exploragdo de objeto novo, tdbua de buracos (hole-board), gradiente de aversao
elevado (ver Apéndice) e nado forcado. Cada animal foi testado uma unica vez em cada aparato,
em sessoes de 5 minutos sob 30lux de intensidade luminosa, exceto no teste de reconhecimento
de objeto novo e de nado forgado que requeriam duas sessoes e no teste do gradiente de aversao
elevado, cuja duracao foi de 3 min. Apds cada animal ser testado, os aparatos eram limpados
com uma solugdo de etanol de 5 % e secos com um papel-toalha.

Os comportamentos exibidos pelos animais foram gravados por uma camera de video e
mantidos para analise posterior. Durante a andlise, exceto para o teste de nado forgado, a

imagem dos pisos dos aparatos era dividida em quadrados tragados sobre um acetato
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transparente colocado sobre a tela do monitor. Isso permitiu o registro do nimero de locais
onde o animal entrou, assim como o local de ocorréncia dos comportamentos anotados. Uma
entrada era registrada quando os ratos colocavam ambas as patas posteriores em uma
determinada 4rea. Os deslocamentos e comportamentos exibidos pelos animais em cada teste
foram registrados e analisados de forma preliminar com o uso de um software especialmente
concebido em nosso laboratério para esse proposito. O software pode ser livremente

descarregado na pagina http://scotty.ffclrp.usp.br/X-plo-rat.html.

LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO. Um labirinto em cruz elevado, descrito alhures em maior
detalhe (Estanislau e Morato, 2005), foi utilizado para avaliar comportamentos relacionados a
ansiedade e locomogdo. Sucintamente, o aparato € constituido por dois bracos abertos (50 x 10
cm) cruzados perpendicularmente a dois bragos fechados opostos de mesma dimensao. Esses
ultimos eram fechados por paredes de madeira de 40 cm de altura, salvo pela parte central onde
os bragos se cruzavam. O conjunto todo era elevado 50 cm acima do piso. Para evitar a queda
dos animais, bordas de acrilico (0,5 cm de altura) rodeavam o perimetro do bragos abertos. Os
animais foram colocados na area central do labirinto com o focinho voltado para um dos bragos
fechados e foi-lhes permitida a exploragao do aparato por 5 minutos. Durante esse periodo,
foram registradas as seguintes medidas relacionadas a ansiedade: frequéncia de entradas, tempo
gasto e distancia percorrida nos bragos abertos, nimero de entradas e tempo gasto nas
extremidades desses bragos, bem como a frequéncia e duracao de esticar-se nos bragos
fechados (quando o animal estica seu corpo usando as patas dianteiras e retorna a posi¢ao
inicial sem movimentar as patas posteriores), um comportamento relacionado a avaliagdo de
risco (Wall e Messier, 2001). Os parametros analisados relacionados ao comportamento motor
incluiram a distancia percorrida e nimero de entradas no bragos fechados, bem como a
frequéncia e tempo gasto no comportamento de levantar-se (levantamento parcial ou total dos

animais sobre as patas posteriores).

CAMPO ABERTO. Um campo aberto, descrito alhures em maior detalhe (Lamprea et al., 2008),
foi utilizado para avaliar comportamentos relacionados a ansiedade, locomogao e tigmotaxia.
Brevemente, o aparato consistia de uma plataforma quadrada (1,2 x 1,2 m) de formica marrom
escura opaca cercada por paredes de madeira escura de 40 cm de altura. Para o registro dos
comportamentos, a imagem do aparelho foi dividida em 36 quadrados, dos quais 20
correspondiam a periferia (area com paredes), e 16 dos quadrados constituiam a area central
(sem paredes). Cada animal foi colocados na area central do campo aberto e deixado para

explorar o aparelho livremente por 5 min. Durante esse periodo, registrou-se o tempo gasto na
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area central, uma medida relacionada a ansiedade. As medidas registradas relacionadas a
locomogao incluiram a distancia percorrida e a frequéncia e o tempo gasto nos comportamentos
de levantar-se nas patas traseiras na periferia da arena. Registrou-se também o tempo gasto nos

cantos e nas areas proximas as paredes do aparato, duas medidas relacionadas a tigmotaxia.

TESTE DA EXPLORACAO DE OBJETO NOVO. Os animais foram expostos ao teste de exploracao de
objeto novo para analisar a resposta a novidade (Ennaceur e Delacour, 1988; Pawlak e
Schwarting, 2002), utilizando o mesmo campo aberto descrito anteriormente. Cada rato foi
submetido a uma sessdo de habituacdo de 5 minutos para que pudesse explorar o aparato sem
objetos. Apds 24 horas desse periodo de habituacdo, os animais foram expostos a uma sessao de
aquisicdo, e 24 horas depois a uma sessao de teste. Na sessao de aquisi¢do, dois objetos
idénticos (recipientes redondos de aco de 11 cm de diametro e 6 cm de altura) foram colocados
no centro da arena, afastados 30 cm um do outro. Na sessdo de teste, o objeto do lado direito foi
substituido por um objeto novo (um recipiente cubico de plastico branco, de 12cm x 8 cm x 8
cm). O tempo de cada sesso foi de 5 minutos e durante esse intervalo registrou-se o tempo que
os animais gastavam explorando os objetos e o nimero de levantamentos. A exploragdo do
objeto foi definida como dirigir o focinho para o objeto a uma distancia inferior a 2 cm e/ou
toca-lo com o focinho ou a pata (Pawlak e Schwarting, 2002; Spencer et al., 2005). Um indice
de memoria de reconhecimento (Schroder et al., 2003), também denominado taxa de
investigacdo (Clark et al., 2000; Gaskin et al., 2010) foi calculado para cada animal, a fim de
determinar se houve (1) preferéncia pelo objeto do lado esquerdo ou direito durante a sessao de
aquisicdo, (2) preferéncia pelo objeto novo na sessao de teste e (3) mudancgas nos indices de
reconhecimento de uma sessao para outra. Esta medida foi expressa pela taxa de TD / (TE +
TD), onde TD = tempo gasto explorando o objeto do lado direito e TE = tempo gasto

explorando o objeto do lado esquerdo.

TABUA DE BURACOS. Uma tabua de buracos (Insight, Brasil) foi utilizada para avaliar o
comportamento exploratorio direcionado e a locomogao (File e Wardill, 1975). O aparato
constou de uma caixa de acrilico (42 x 42 x 30 cm) com 5 buracos circulares no piso (4 cm de
didmetro). Para registrar a exploragdo da drea central do aparelho, foi utilizada uma versao
modificada do teste de quatro buracos, que além dos quatro buracos nos cantos incluiu um
quinto buraco adicional no centro do chao. Sensores infravermelhos controlados por um
software permitiam o registro da frequéncia e o tempo gasto nos mergulhos de cabeca dos
animais em cada buraco. Os ratos foram colocados no aparelho e deixados para explorar

livremente por 5 min. Durante esse tempo, registrou-se o nimero de imersdes de cabeca em
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cada um dos buracos. A atividade exploratéria geral foi considerada como a frequéncia de
mergulhos de cabega nos buracos dos cantos enquanto a exploragcdo do buraco central foi
considerada uma medida relacionada a exposi¢ao ao risco. O niimero de levantamentos foi

registrado como uma medida relacionada a locomocao.

GRADIENTE DE AVERSAO ELEVADO. Os detalhes de validagao deste teste encontram-se no
apéndice em Anexos. Os animais foram expostos a este teste de exploragao gradativamente
aversiva, para se obter indices de comportamentos relacionados a ansiedade e a impulsividade.
O aparato consistia em uma pista de féormica de 210 cm de comprimento e 20 cm de largura,
elevada a 40 cm do piso. A pista era dividida em trés areas de 70 cm de cumprimento. O
primeiro ter¢co da pista consistia de um compartimento fechado de 70 cm de comprimento,
semelhante a um tanel, com piso e duas paredes de formica preta (25 cm de altura), com uma
porta de guilhotina na extremidade inicial e cobertura de acrilico vermelho transparente. Uma
abertura comunicava o tinel com os proximos 70 cm da pista, que consistiam de um
compartimento semelhante ao brago fechado de um labirinto em cruz elevado: piso de férmica
preta fechado por duas paredes laterais também de formica preta (60 cm de altura). A ultima
parte da pista era semelhante ao brago aberto de um labirinto em cruz elevado e consistia de
uma plataforma com piso de formica branca cercada por trés bordas de acrilico branco (1 cm de
altura). Uma lampada incandescente de 60 W iluminava a sala de testes e permitia uma
intensidade de 2 lux no thnel, 20 lux no brago fechado e 35 lux no brago aberto. Os animais
foram introduzidos na extremidade do tinel pela porta de guilhotina que, fechada, confinava o
animal no aparato e deixava-se que explorasse a pista livremente por 3 minutos. As medidas
registradas relacionadas a indices de impulsividade foram o nimero de entradas, o tempo gasto
e a laténcia de entrada no braco aberto. As medidas relacionadas a ansiedade e locomogao
foram o niimero de entradas e o tempo gasto no brago fechado e a distancia percorrida no tinel.
A frequéncia de levantamentos e o tempo gasto na area de transi¢@o tunel-brago fechado foram

consideradas medidas de avaliag¢do de risco.

NADO FORCADO. O teste de nado for¢ado foi utilizado para se obter medidas comportamentais
relacionadas ao enfrentamento do estresse (Porsolt et al., 1977; Cryan e Slattery, 2007) e
depressao (Porsolt et al., 1977). As sessdes foram realizadas em um balde plastico cilindrico de
45 cm de diametro e cheio de 4gua morna (28°C) até um nivel de 40 cm de altura. O teste foi
realizado em duas sessdes com um intervalo de 24 horas entre cada sessdo. Na primeira sessao,
de treino, os animais foram cuidadosamente colocado no interior do balde com 4gua e deixados

14 por 10 minutos. Na segunda sessao de teste, os ratos foram colocados de novo no interior do
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balde com agua por 5 minutos. Durante cada sessdo registrou-se o tempo que os animais
gastaram realizando os seguintes comportamentos: (1) escalar, definido como o contato ativo
das patas anteriores com o balde; (2) nadar, definido como a tentativa ativa de manter a cabega
fora da dgua através do movimento das extremidades; (3) imobilidade, registrada quando ndo
foram observados movimentos além daqueles necessarios para que o animal mantivesse a
cabega fora da superficie da agua (Cryan et al., 2005). Registrou-se também o tempo gasto
mergulhando, um comportamento exibido pelos ratos no inicio da primeira sessao, definido
como nadar completamente submergido abaixo do nivel da agua. Para fins de comparacao entre
as duas sessoes, os comportamentos foram analisados como a porcentagem de tempo da sessao.
Ap6s o término do teste, cada rato era retirado da 4gua e enxugado com um pano seco antes de

retornar a sua gaiola e a 4gua do balde era trocada antes de se testar o préximo sujeito.

2.2.3. Procedimento

MANIPULACOES NO INICIO DE VIDA. No terceiro dia apos o nascimento, trés filhotes de cada
ninhada foram pesados e distribuidos aleatoriamente a um de trés grupos (N = 12): (i) animais
tratados com LPS nos dias 3 e 5, (ii) animais tratados com a solugdo veiculo nos dias 3 e 5, e (iii)
animais sem nenhum tratamento que foram pesados junto com os demais filhotes. Apos a
inje¢do do dia 3, todos os filhotes foram identificados com um marcador. Cada filhote foi
marcado em uma das patas ou no abdome e as marcas foram refrescadas nos dias 4, 6, §, 9, 10,
11, 13, 17 de vida. A partir do dia 18, as marcas foram realizadas com caneta sobre a cauda.
Com a finalidade de observar o efeito do tratamento sobre o ganho de peso dos animais,
medidas do peso corporal foram feitas antes (dias 11 e 16), durante (dia 21) e depois do

desmame (dia 26).

ADMINISTRAGCAO DE LPS EM NEONATOS. Nos dias 3 e 5 de vida, a ama foi separada dos filhotes
por 10 minutos. Os filhotes foram pesados e, usando-se uma seringa Hamilton com uma agulha
hipodérmica de calibre 30, foram tratados com uma injecdo intraperitoneal de LPS ou com um
volume equivalente de solucao tampao fosfato (PBS). A dose de LPS, derivado de E. coli
(sorotipo O127:B8; L-3129, Sigma, St. Louis, MO, USA), foi de 50 pg/kg dissolvido em PBS
estéril em um volume de 100 pl. Estudos prévios mostraram que a dose e o esquema de
administracao de LPS descrito induz mudancas comportamentais de longo prazo em ratos
adultos (Shanks et al., 1995; Breivik et al., 2002; Walker et al., 2004). As inje¢des de LPS

foram administradas entre 9:00 e 12:00 h.
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Uma forma de estudar a intera¢do ama-filhote consiste em comparar ninhadas controle
com ninhadas experimentais manipulando-se algumas varidveis. No presente estudo, como
cada ninhada utilizada estava composta por animais controle e experimentais (filhotes
ndo-injetados ou tratados com PBS e LPS), foi dificil a observacao dessa interagdo. O cuidado
materno pode ser afetado pela presenca de febre ou comportamento de doenca em filhotes, o
que pode ser produzidos pela administracao de LPS. Embora ndo tenham sido realizadas
observacdes do comportamento das amas apds a administragdo de LPS nos seus filhotes,
Spencer et al (2006) ndo encontraram diferencgas significativas no comportamento das amas no

cuidado de filhotes que foram tratados com salina ou com LPS.

2.2.4. Andlise de dados

Os dados de ganho de peso apds o tratamento foram analisados com uma analise de
variancia (ANOVA) de dois fatores com medidas repetidas, tendo o tratamento como um fator
(trés niveis: ndo tratados x tratados com PBS x tratados com LPS) e os dias nos quais se
registrou o peso como o fator de medida repetida (quatro niveis: dias 11 x 16 x 21 x 26). Os
dados de ganho de peso no dia 5 de vida, bem como os dados do labirinto em cruz elevado,
campo aberto, tdbua de buracos, gradiente de aversdo elevado e o tempo gasto mergulhando na
primeira sessdo do nado for¢cado foram analisados com uma anélise de ANOVA de um fator.
Como nao se observou aderéncia ao teste de normalidade, os dados do teste de exploragdo do
objeto novo foram analisados com os testes ndo paramétricos de Kruskal-Wallis e de
Mann-Whitney. As outras medidas do teste de nado forcado foram analisadas com uma
ANOVA de dois fatores com medidas repetidas, tendo tratamento como um fator (trés niveis:
sem tratamento X tratados com PBS x tratados com LPS) e a sessdo como o fator de medidas
repetidas (dois niveis: sessdo 1 x sessdo 2). Sempre que apropriado, foram realizadas
comparagoes post-hoc utilizando-se o teste de Student-Newman-Keuls para comparagdes
multiplas de médias de grupos. Foram calculados coeficientes de correlagao de Pearson para
alguns dos comportamentos registrados nos aparatos. Em todos os casos, valores de p iguais ou
inferiores a 0,05 foram considerados significativos, enquanto valores iguais ou inferiores 0,10

foram considerados tendéncias. Os resultados foram expressos como média = EPM).

2.3. Resultados

2.3.1. Ganho de peso

A Figura 1 mostra os registros de ganho de peso dos animais antes da segunda
administracdo de LPS e depois do tratamento. No quinto dia de vida, os animais que haviam

sido tratados com LPS ganharam menos peso do que os animais dos grupos controle.
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Figura 1. Ganho de peso dos animais tratados com LPS no quinto dia de vida
e depois do tratamento.

Os simbolos representam a média dos grupos e as linhas verticais indicam o E.P.M.
C, animais sem tratamento; P, animais tratados com a solugdo veiculo; L, animais
tratados com lipopolissacarideo.

A ANOVA mostrou uma tendéncia de diferengas entre as médias dos pesos dos grupos nesse
dia (Fp2,331=2,817, p=0,074). No dia 11 de vida, todos os animais haviam atingido um peso
aproximado de 30 gramas e ndo se observaram diferencas de ganho de peso devido ao
tratamento antes (dia 16), durante (dia 21) e depois do desmame (dia 26). A ANOVA de dois
fatores nao mostrou diferencas no fator tratamento (F2,331= 0,117, p = 0,89) nem interagdes

entre tratamento e as repeticoes (Fie, 1431= 0,718, p = 0,636).

2.3.1. Labirinto em cruz elevado

A Figura 2 ilustra as principais medidas relacionadas a ansiedade, observadas nos
bracos abertos do aparato. O tratamento precoce com LPS alterou as medidas de ansiedade em
ratos adolescentes: a ANOVA mostrou diferengas significativas devido ao tratamento no
numero de entradas (F[2,331 = 5,085, p = 0,012), tempo gasto (F[2,331=4,556, p <0,018) e
distancia percorrida (F[2,331=4,150, p = 0,025) nessas areas abertas do aparato. As comparagdes
post-hoc indicaram que os animais tratados com LPS, entraram mais frequentemente,
permaneceram mais tempo e percorreram uma distancia maior nos bragos abertos, quando
comparados com os animais tratados com solucdo veiculo e com os animais do grupo sem
tratamento. Embora ndo se tenha observado diferencas significativas na explorac¢do das
extremidades dos bragos abertos, os animais tratados com LPS exploraram mais essas areas

comparados com os grupos controles (ver Tabela 1 para valores de F e de p). Finalmente,
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Figura 2. Exploracdo dos bracos abertos do labirinto em cruz elevado de ratos adolescentes
tratados com LPS nos dias 3 e 5 de vida.

As barras representam a média e as linhas verticais indicam o E.P.M. C, animais sem tratamento; P, animais
tratados com a solugao veiculo; L, animais tratados com lipopolissacarideo. *,Diferente dos grupos C e P
(Student-Newman-Keuls, P < 0,05).
quando comparados com os animais sem tratamento, os ratos que receberam injegdes na
primeira semana de vida, reduziram o tempo gasto esticando-se, mas as diferengas ndo foram
significativas (ver Tabela 1 para valores de F e de p).

A Figura 3 mostra os comportamentos relacionados a locomocao observados nos bragos
fechados do aparato. A exposi¢do precoce ao LPS alterou o comportamento motor em ratos
adolescentes. A ANOV A mostrou diferencas significativas devido ao tratamento no niumero de
entradas (F2,331=4,794, p = 0,015), distancia percorrida (F[2,331 = 6,70, p = 0,004), frequéncia
de levantamentos (F2,331= 5,240, p=0,011), bem como o no tempo gasto levantando-se (ver
Tabela 1 para valores de F e de p), nessas areas protegidas do aparato. As comparagdes post-hoc
indicaram que os animais tratados com LPS, entraram mais vezes, percorreram uma distancia
maior e realizaram levantamentos mais frequentemente e por mais tempo quando comparados

com os animais do grupo controle.

2.3.2. Campo aberto

A Figura 4 ilustra as principais medidas relacionadas a ansiedade e a locomog¢ao no
campo aberto. De forma similar ao observado no labirinto em cruz elevado, a estimulagao
imunologica precoce com LPS alterou as medidas de ansiedade e locomogao na arena. A
ANOVA mostrou diferencas significativas devido ao tratamento no tempo gasto na area central
(Fr2,331=3,848, p = 0,031) e na distancia percorrida (Fi2, 331= 3,589, p = 0,039) e nimero de

levantamentos na periferia do aparato (F[2, 331 = 3,965, p = 0,029). As comparagdes post-hoc
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Figura 3. Exploracdo dos bracos fechados do labirinto em cruz elevado de ratos adolescentes
tratados com LPS nos dias 3 e 5 de vida.

As barras representam a média e as linhas verticais indicam o E.P.M. C, animais sem tratamento; P, animais
tratados com a solugao veiculo; L, animais tratados com lipopolissacarideo. *,Diferente dos grupos C e P
(Student-Newman-Keuls, P < 0,05).

indicaram que os animais tratados com LPS permaneceram mais tempo no centro, percorreram
uma distancia maior e realizaram mais levantamentos na periferia, quando comparados com os
animais tratados com a solug@o veiculo e com aqueles sem tratamento. Nao se observaram
diferencas significativas na dura¢do dos levantamentos, tempo gasto nas dreas proximas as
paredes nem no tempo gasto nos cantos da periferia (ver Tabela 1 para valores de F e p).
Considerando que um aumento geral da locomocao poderia influenciar as medidas relacionadas

a ansiedade, uma analise de covariancia foi aplicada para avaliar a independéncia da exploragao
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Figura 4. Comportamento exploratdrio no campo aberto de ratos adolescentes tratados com LPS
nos dias 3 e 5 de vida.

As barras representam a média e as linhas verticais indicam o E.P.M. C, animais sem tratamento; P, animais
tratados com a solucdo veiculo; L, animais tratados com lipopolissacarideo. * ,Diferente dos grupos C e P
(Student-Newman-Keuls, P < 0,05).
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das areas aberta da atividade locomotora no labirinto em cruz elevado e no campo aberto. Os

resultados mostraram que o efeito ansiolitico do tratamento precoce com LPS, representado

pelo aumento do tempo gasto nos bragos abertos do labirinto em cruz e pelo aumento de tempo

gasto no centro da arena, ndo se manteve em relacdo ao aumento do numero de entradas nos

bragos fechados do labirinto (F2,321 = 1,831, n.s) nem ao aumento da distincia percorrida na

periferia do campo aberto (F[2, 321 = 1,584, n.s).

Tabela 1. Comportamento exploratério de ratos adolescentes no labirinto em cruz elevado,

campo aberto e gradiente de averséo elevado.

C, animais sem tratamento; P, animais tratados com a solucao veiculo; L, animais tratados com lipopolissacarideo.
* Diferente dos grupos C e P (Student-Newman-Keuls, P < 0,05).

Tratamento ANOVA
Parametros C P L S p
Labirinto em cruz elevado
Entradas nas extremidades abertas 0,75+£0,30 1,17£0,42 2,08 +0,58 2,279 0,118
Tempo nas extremidades abertas (s) 3,38+1,28 5,80+2,43 9,43 +3,10 1,579 0,221
Frequéncia de esticar-se 7,83 +1,36 5,92 +0,85 8,50+ 1,18 1,360 0,271
Tempo gasto esticando-se (s) 17,5+ 3,44 11,1 £1,98 13,5+1,61 1,755 0,189
Tempo gasto levantando-se (s) 8,75+ 1,46 6,91 +£0,96 13,0+ 1,33* 6,111 0,006
Campo aberto
Tempo nas areas proximas as paredes (s) 73,8+ 13,7 57,0 +6,92 79,8 +5,67 1,572 0,223
Tempo nos cantos (s) 216,8+ 15,0 234,6 £791 203,0 + 6,83 2,259 0,120
Tempo levantando-se (s) 4,61+1,52 4,38 £0,99 7,85+1,49 2,067 0,143
Gradiente elevado de aversao

Entradas no brago fechado 2,50+£0,38 2,58 £0,43 2,83+0,41 0,182 0,835
Tempo no brago fechado (s) 28,72 +£3,75 26,3 +4,68 30,2 6,09 0,156 0,856
Distancia total percorrida (m) 8,79+0,73 8,87 +0,65 10,2 +0,63 1,462 0,246
Levantamentos no tinel e brago fechado 4,75+0,94 5,08 +0,78 8,33+1,03* 4,594 0,017
Tempo area de transicdo tinel-fechado (s) 36,72 5,54 34,6 +5,19 26,4 +4.48 1,135 0,334

2.3.3. Teste de exploracgéo de objeto novo

A Tabela 2 resume as medidas do comportamento exploratdrio de ratos adolescentes no

teste de exploracdo de objeto novo. A administragdo precoce de LPS alterou a exploracao dos

estimulos novos introduzidos no campo aberto. Na sessdo de aquisi¢ao, o teste Kruskal-Wallis

mostrou diferencas significativas no tempo gasto pelos animais explorando os dois objetos,

bem como no tempo gasto explorando separadamente o objeto direito e o objeto esquerdo (ver

Tabela 2 para valores de H e p). As comparagdes post-hoc mostraram que os ratos tratados com

LPS gastaram mais tempo que os ratos controle explorando os dois objetos e cada um deles em

separado. Na sessdo de teste, onde um objeto agora familiar (lado esquerdo) e outro

completamente novo (lado direito) foram apresentados, o teste Kruskal-Wallis mostrou

diferengas no tempo gasto explorando o objeto familiar, mas ndo o objeto novo (ver Tabela 2

para valores de H e p). As comparagdes post-hoc mostraram que, quando comparados com os
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Tabela 2. Comportamento exploratério de ratos adolescentes no teste de reconhecimento de
objeto.

C, animais sem tratamento; P, animais tratados com a solugédo veiculo; L, animais tratados com lipopolissacarideo.
* Diferente dos grupos C e P (Student-Newman-Keuls, P < 0,05).

Tratamento Kruskal-Wallis
Parametros C P L H,, p
Sessao de aquisicéo
Tempo explorando os dois objetos (s) 3,75+1,70 5,61 £2.28 14,9 +3,67* 8,902 0,012
Tempo explorando o objeto esquerdo (s) 2,03+1,04 2,81+1,35 8,00 +£2,09%* 7,398 0,025
Tempo explorando o objeto direito (s) 1,71 £0,73 2,78+ 1,11 6,91 +£1,85% 7,487 0,024
Frequéncia de levantamentos 3,75+1,14 433+1,13 9,33 +1,29* 9,723 0,008
Sessao de teste

Tempo explorando os dois objetos (s) 6,99 +1,99 5,78 +1,80 16,5+3,91 5,701 0,058
Tempo explorando o objeto esquerdo (s) 2,83+1,10 1,65 +0,53 6,39 +1,78* 6,544 0,038
Tempo explorando o objeto direito (s) 4,15+1,25 4,12+1,31 10,2 £ 3,08 4275 0,118
Frequéncia de levantamentos 425+0,97 3,92+0,93 7,67 +0,80% 8,582 0,014

controles, os animais tratados com LPS gastaram mais tempo explorando o objeto familiar (ver
Tabela 2 para valores de H e p). A administragdo precoce de LPS alterou também o
comportamento de levantar-se. O teste Kruskal-Wallis mostrou diferengas no numero de
levantadas durante a sessao de aquisi¢ao e a sessdo de teste e as comparagdes post-hoc
mostraram que os animais tratados com LPS levantaram-se mais do que os animais dos grupos
controle (ver Tabela 2 para valores de H e p).

A Figura 5 ilustra os indices de reconhecimento para cada grupo de animais na sessao de
aquisicao e de teste. O tratamento precoce com LPS ndo alterou a preferéncia por nenhum dos
dois objetos durante a sessao de aquisi¢do, nem a preferéncia pelo objeto novo durante a sessao
de teste. O teste Kruskal-Wallis ndo mostrou diferencgas significativas devido ao tratamento nos
indices de reconhecimento calculados na sessao de aquisi¢ao (Hi2; = 3,338, p=0,184) nem na
sessao de teste (Hp21 = 0,264, p = 0,876). Nao se observaram mudancas nos indices de
reconhecimento de uma sessdo para outra em cada um dos grupos. O teste de Mann-Whitney
ndo mostrou diferencas significativas entre os indices de reconhecimento da sessdo de
aquisi¢ao e os indices da sessdo de teste, no grupo de animais tratados com LPS (U = 85,500, p
=0,452), nem no grupo controle veiculo (U = 80,500, p = 0,634) e controle sem tratamento (U

= 94,000, p = 0,191).

2.3.4. Tabua de buracos

A Figura 6 mostra as medidas de atividade exploratoria e locomogao na tdbua de
buracos. O tratamento precoce com LPS alterou a atividade exploratoria geral e a exposi¢do ao

risco. A ANOV A mostrou diferencas devido ao tratamento na exploracao dos quatro buracos
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dos cantos do aparato (F[2,331= 13,954, p=0,001) e do buraco central (F2,331= 5,649, p = 0,008).
As comparagdes post-hoc indicaram que os animais tratados com LPS aumentaram
significativamente o nimero de mergulhos de cabega nos quatro buracos e no buraco central do
aparato, comparados com os animais dos grupos controle. A ANOVA mostrou também
diferencas no nimero de levantamentos (F2, 331 = 6.063, p = 0,01) e as comparagdes post-hoc
mostraram que os ratos tratados com LPS exibiram mais levantamentos do que os animais dos

grupos controle.

2.3.5. Gradiente de aversao elevado

A Figura 7 ilustra as medidas de exploracao do braco aberto do gradiente de aversao

elevado, relacionadas aos indices de comportamento impulsivo. A estimulagdo imunologica
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Figura 6. Comportamento exploratério na tdbua de buracos de ratos adolescentes tratados com
LPS nos dias 3 e 5 de vida.

As barras representam a média e as linhas verticais indicam o E.P.M. C, animais sem tratamento; P, animais

tratados com a solugao veiculo; L, animais tratados com lipopolissacarideo. *,Diferente dos grupos C e P
(Student-Newman-Keuls, P < 0,05).
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precoce com LPS alterou as medidas relacionadas com impulsividade em ratos adolescentes. A
ANOV A mostrou diferencas significativas no numero de entradas (Fp2,331=4,219, p = 0,023),
tempo gasto (F[2,331= 6,441, p=0,004) e laténcia de entrada (F[2,331=4,263, p =0,023) no braco
aberto ao final da pista do aparato. As comparac¢des post-hoc mostraram que, quando
comparados com os animais dos grupos controle, os ratos tratados com LPS aumentaram
significativamente o nimero de entradas e o tempo gasto no brago aberto ¢ diminuiram o tempo
gasto para realizar a primeira entrada nessa area. A ANOVA mostrou também diferencas
significavas no numero de levantadas nas areas protegidas do aparato e as comparacoes
post-hoc mostraram que os animais tratados com LPS aumentaram a frequéncia de levantadas
quando comparados com os animais dos grupos controle (ver Tabela 1 para valores de F e p).
Nao se observaram diferengas no nimero de entradas e tempo gasto no brago fechado, distancia
total percorrida, nem no tempo gasto na area de transi¢ao tunel-brago fechado (ver Tabela 1

para valores de F e p).
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Figura 7. Exploracdo do braco aberto do Gradiente de Aversédo Elevado de ratos adolescentes
tratados com LPS nos dias 3 e 5 de vida.

As barras representam a média e as linhas verticais indicam o E.P.M. C, animais sem tratamento; P, animais
tratados com a solugéo veiculo; L, animais tratados com lipopolissacarideo *, Diferente do grupo P; **,
Diferente dos grupos C e P (Student-Newman-Keuls, P < 0,05).

2.3.6. Nado forgado

A Figura 8 ilustra os comportamentos observados nas duas sessdes do teste do nado
forcado. A ANOVA de dois fatores com medidas repetidas mostrou diferencas significativas no
fator sessdo, tanto na porcentagem de tempo que os animais gastaram escalando (F[1,331 =
10,403, p = 0,002), quanto na porcentagem de tempo que permaneceram iméveis (F1,331 =
14,007, p < 0,001). As comparagdes post-hoc mostraram que, comparados com a primeira

sessdo, os animais de todos os grupos escalaram durante mais tempo na segunda sessao e
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permaneceram menos tempo imoveis. Nao se observaram diferencas significativas devidas ao
tratamento com LPS nas medidas relacionadas ao enfrentamento do estresse. A ANOVA nado
mostrou diferencas na porcentagem de tempo gasto nadando (Fi2,331= 0,216, p = 0,8006),
escalando (Fp2,331= 0,291, p = 0,748) nem permanecendo na postura imovel (F[2,331= 0,449, p =
0,641). Nao foram observadas interagdes significativas entre os dois fatores nos trés
comportamentos anteriores. O tratamento precoce com LPS alterou o comportamento de
mergulhar em ratos adolescentes expostos a primeira sessao do nado forcado. A ANOVA de
um fator mostrou diferengas significativas no tempo que os animais gastaram mergulhando (F2,
331= 6,913, p=0,003) e as comparagdes post-hoc mostraram que os animais tratados com LPS
permaneceram durante mais tempo nadando completamente submergido abaixo do nivel da

agua quando comparados com os animais dos grupos controle.
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Figura 8. Comportamentos no teste de nado for¢cado de ratos adolescentes tratados com
LPS nos dias 3 e 5 de vida.

As barras claras representam as médias da primeira sesséo e as barras cinzas as médias da
segunda sessdo. As linhas verticais indicam o E.P.M. C, animais sem tratamento; P, animais
tratados com a solugéo veiculo; L, animais tratados com lipopolissacarideo *, Diferente dos grupos
controle C e P (Student-Newman-Keuls, P < 0,05).
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Algumas das medidas comportamentais, registradas no grupo de animais tratados com
LPS, correlacionaram-se de forma significativa e positiva com medidas comportamentais
registradas em outros testes. Os coeficientes de correlagcdo de Pearson mostraram que o
aumento de imobilidade, nas duas sessoes do nado forgado, estava relacionado ao aumento do
numero de cruzamentos e do tempo gasto nos bragos abertos do labirinto em cruz elevado, bem
como ao aumento do tempo gasto explorando o objeto novo no teste de exploracao de objeto
(ver Tabela 3 para valores de r e p). Os coeficientes de correlacdo de Pearson mostraram
também que o aumento do tempo nadando abaixo do nivel da 4gua estava relacionado ao
aumento do tempo gasto na area central do campo aberto, bem como ao aumento de mergulhos

de cabecga nos buracos da periferia da tabua de buracos (ver Tabela 3 para valores de r e p).

Tabela 3. Coeficientes de correlacdo de Pearson entre medidas comportamentais observadas no grupo
de ratos adolescentes tratados com LPS. *, P < 0,05; **, P < 0,01

Nado Forc¢ado

% de tempo gasto imovel Tempo gasto

mergulhando
Medidas obtidas em outros testes Sesséo 1 Sessdo 2 Sessao 1
Tempo nos bragos abertos do labirinto em cruz elevado (s) 0,64* 0,73%*
Cruzamentos nos bragos abertos do labirinto em cruz elevado 0,64* 0,70%**
Tempo na area central do campo aberto (s) 0,81%*
Tempo explorando o objeto novo na sessdo de teste (s) 0,71%* 0,71%*
Mergulhos nos cantos da periferia da tdbua de buracos 0,58*

2.4. Discussao

A administracdo de LPS no terceiro dia de vida ndo alterou significativamente o ganho
de peso dos animais no quinto dia de vida nem semanas depois do tratamento. Consistente com
esses dados, Walker et al., (2009) também ndo observaram diferencas significativas no ganho
de peso dos filhotes devidas ao tratamento com LPS.

Os resultados obtidos na bateria de testes comportamentais mostraram que os ratos
tratados com LPS exibiram aumento da atividade exploratoria. Nos testes de ansiedade, os ratos
adolescentes do grupo tratado com LPS mostraram incrementos nas medidas correlacionadas
com diminui¢ao da ansiedade. Por exemplo, exibiram aumento da frequéncia de entradas e
tempo gasto nos bragos abertos do labirinto em cruz elevado, juntamente com aumento do
tempo gasto na area central do campo aberto. Nao obstante a auséncia de diferencas

significativas, ¢ interessante notar que, quando comparados com os animais que ndo receberam
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injecoes (ndo tratados), os que receberam qualquer injecao (seja PBS ou LPS), reduziram o
tempo gasto se esticando. Esticar-se ¢ um comportamento relacionado a avaliagao de risco e
pode ser observado nos bragos fechados do labirinto em cruz elevado (Wall e Messier, 2001). E
possivel que a exposi¢do a duas pungdes na primeira semana de vida seja um evento estressante
que pode resultar em mudancas sutis no comportamento. Suchecki e Tufik (1997) observaram
diferengas comportamentais entre filhotes expostos a injecdes e filhotes ndo tratados. No
entanto, ¢ dificil determinar se as mudancas sutis no comportamento estdo associadas a efeitos
imunologicos.

Os resultados observados no labirinto em cruz elevado ndo concordam com os dados
descritos por Walker et al (2004). Esses autores ndo observaram diferengas nas medidas
relacionadas com ansiedade em ratos adolescentes que haviam sido tratados também nos dias 3
e 5 de vida com a endotoxina. Levando-se em consideragdo que no estudo de Walker foram
utilizados ratos Fisher 344, uma linhagem caracterizada por uma alta resposta hipotalamica
(Misiewicsz et al., 1996a; 1996b), ¢ possivel supor que as diferencas observadas estejam
associadas a um efeito da linhagem. Por outra parte, os dados deste estudo concordam com os
resultados de Fan et al (2008), mostrando que a administragao intracerebral de LPS em filhotes,
resulta posteriormente, em diminuicao das medidas relacionadas a ansiedade em ratos jovens
testados no labirinto em cruz elevado. Esses dados sugerem que o efeito da administragao de
LPS sobre o comportamento pode ocorrer em estagios iniciais do desenvolvimento de ratos.

Os resultados obtidos nos testes de ansiedade sugerem também que a exposi¢do ao LPS
na primeira semana de vida incrementa a atividade locomotora de ratos na adolescéncia.
Comparados com os animais dos grupos controle, os ratos tratados com LPS percorreram
maiores distancias nos bracos fechados do labirinto em cruz elevado e na periferia do campo
aberto. Os dados apresentados também coincidem com os resultados de Fan et al (2008). Nesse
trabalho, os autores observaram que filhotes expostos ao LPS mostravam, nos dias 13 a 17 de
vida, hiperatividade no campo aberto quando comparados com os animais do grupo controle.
No campo aberto, ndo foram observadas diferengas devidas ao tratamento no tempo gasto nos
cantos nem nas areas proximas as paredes da periferia. Sugere-se que a diminui¢do da
ansiedade e a hiperatividade na arena sdo independentes da tigmotaxia, um comportamento
especifico da espécie caracterizado pela tendéncia de permanecer proximo de superficies
verticais (Lamprea et al., 2008).

A interpretacao das medidas de ansiedade, nos dois modelos anteriores, considera
também as medidas relacionadas a locomocao. Por exemplo, se apds um determinado

tratamento, os animais expostos ao labirinto em cruz elevado aumentam a exploragao dos
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bracos abertos sem exibir alteracdes nas medidas de locomogao, € possivel afirmar que esse
tratamento teve um efeito ansiolitico (Estanislau e Morato, 2006). Os dados deste experimento
mostraram que os ratos tratados com LPS e expostos aos testes de ansiedade exibiram aumento
de locomogao e da exploragdo das areas menos protegidas dos aparatos. A analise de
covariancia mostrou que o aumento geral da locomocao no labirinto em cruz elevado, poderia
explicar em parte, o aumento da exploragdo dos bragos abertos nesse teste. Assim, poder-se-ia
sugerir que o tratamento precoce com LPS resulta, mais que um efeito ansiolitico, em um
padrao de comportamento caracterizado por hiperatividade e baixa avaliagao de risco, quando
os animais atingem a adolescéncia.

Os dados obtidos no teste de reconhecimento de objeto novo sugerem que o tratamento
precoce com LPS pode resultar em diminui¢do da neofobia e aumento da locomocgao. Os ratos
tratados com LPS aumentaram a exploracdo de novos estimulos e levantaram-se mais
frequentemente na sessao de aquisi¢do, quando comparados com os animais dos grupos
controle. Um padrdo comportamental semelhante foi observado na segunda sessdo, quando os
ratos foram confrontados com um objeto familiar e um objeto novo. Nesta segunda sessao, os
animais tratados com LPS também aumentaram a frequéncia de levantamentos e gastaram mais
tempo explorando o objeto familiar. Esses resultados foram consistentes com o perfil
comportamental que os mesmos animais exibiram em resposta a novidade nos testes de
ansiedade: elevada exploragdo das areas nao protegidas e hiperatividade.

Embora os ratos tratados com LPS tivessem gastado mais tempo explorando os dois
objetos, ndo se observaram diferencas significativas devido ao tratamento nos indices de
reconhecimento calculados. Nao houve uma preferéncia pelo objeto do lado direito ou do lado
esquerdo durante a sessdo de aquisicdo nem durante a sessao de teste. Esses resultados sugerem
que nao houve um viés de preferéncia pelo objeto direito ou esquerdo na sessao de aquisicao, €
que nao houve um comprometimento da memoria. Esses dados concordam com os resultados
de Jenkins et al (2009), mostrando que a exposi¢ao precoce ao LPS ndo produz deterioracdo da
memoria na adolescéncia. Contudo, nao se observaram diferengas nos indices de
reconhecimento nos grupos de animais controle quando estes foram comparados entre as
sessoes de aquisicdo e de teste. Dessa forma, as possiveis conclusdes do efeito de insultos
imunologicos precoces sobre a memdaria sao restringidas. A tarefa de reconhecimento de objeto
requer que os animais discriminem qual o estimulo ao qual foram previamente expostos. Apos
uma sessao de 5 minutos de aquisi¢do, a recuperagao dessa informagao foi avaliada 24 horas
depois. E possivel que o intervalo entre as duas sessdes fosse extenso o suficiente para

comprometer a recuperacao dessa informagao.
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O comportamento exploratorio no teste da tabua de buracos consiste principalmente em
mergulhar a cabega dentro dos buracos localizados no piso do aparato, um comportamento
relacionado a exploracdo direcionada (File e Wardill, 1975). Os animais tratados com LPS
aumentaram a exploracdo dirigida aos buracos dos cantos e exibiram mais aproximagdes ao
centro do aparato. Esses resultados do presente experimento sdo os primeiros na literatura
mostrando o efeito da administragdo precoce de LPS sobre o comportamento de ratos
adolescentes na tabua de buracos. Ainda sem critérios de comparagdo com outros estudos, os
animais tratados com LPS mantiveram o perfil comportamental de alta atividade exploratoria,
exibido nos testes anteriores ao da tdbua de buracos.

O gradiente de aversao elevado permite obter indices de impulsividade a partir da
exploragdo for¢ada de um ambiente novo (ver validagdo nos anexos). Comparados com o0s
animais dos grupos controle, os animais tratados com LPS exibiram aumentos significativos
nas medidas relacionadas com a impulsividade. Esses animais demoraram menos para entrar
pela primeira vez no brago aberto e nele exploraram mais. Alem disso, esses animais
levantaram-se mais frequentemente, uma medida que nesse aparato parece estar relacionada a
diminui¢do da avaliacdo de risco. Os resultados obtidos neste teste sugerem que uma infec¢ao
precoce pode ser um fator importante para o desenvolvimento do comportamento impulsivo na
adolescéncia. De outro lado, considerando que, no gradiente de aversao elevado, os animais
tratados com LPS exibiram um padrao de comportamento semelhante ao observado nos outros
testes (aumento de busca de novidade e de exposicao ao risco), os resultados sugerem também a
utilidade do teste para se obter indices de impulsividade em sessdes experimentais de curta
duragao.

Um resultado bastante interessante obtido no teste de nado for¢ado foi a diferenca entre
os grupos na medida do tempo gasto mergulhando. Comparados com os animais dos grupos
controle, os animais tratados com LPS gastaram mais tempo nadando embaixo da dgua. Além
disso, correlagdes positivas foram obtidas entre o comportamento de mergulhar e a exploragao
da éarea central do campo aberto e dos buracos da periferia da tdbua de buracos. No teste do nado
forcado observaram-se os comportamentos de escalar e permanecer imével que,
respectivamente, representam um estilo ativo ou passivo de lidar com a situacdo estressante.
Um comportamento ativo como escalar, pode levar ao escape da situagdo aversiva, enquanto
um comportamento passivo como a postura imovel, permite preservar energia que pode ser
utilizada quando e se aparecer uma chance de escapar (Cryan et al., 2005). Embora o
comportamento de mergulhar ndo se altere apos tratamento farmacologico (Cryan et al., 2005),

nem se correlacione com o tempo de imobilidade (Tonissaar et al., 2008), as correlagdes
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observadas neste estudo sugerem que esse comportamento representa, possivelmente, um estilo
ativo de enfrentar a situacao de estresse. A exploracao do fundo do balde, realizada através de
mergulhos, poderia levar os animais a encontrar uma saida abaixo do nivel da 4gua. Como ndo
existe tal possibilidade de fuga, esse comportamento se extingue rapidamente e ndo se observa
nos minutos finais da sessdo de treino nem durante a sessao de teste, 24 horas depois.

Embora ndo se observaram diferencas devido ao tratamento sobre o tempo de
imobilidade, ao analisar as correlagdes entre as medidas obtidas nos outros testes € o tempo
gasto na postura imével, determinou-se um padrao de comportamento nos animais do grupo
tratado com LPS. Os ratos tratados com LPS que exibiram aumento da explora¢do dos bragos
abertos do labirinto em cruz elevado, bem como aumento da exploragdo do objeto novo no teste
de reconhecimento de objeto, foram por sua vez os animais que passaram mais tempo imoveis
nas duas sessdes do nado forgado. Os resultados sugerem que os animais tratados com LPS, que
assumem maior risco e procuram mais novidade, exibem inicialmente estratégias ativas de
escape. Porém, quando expostos durante um tempo prolongado, ou re-expostos a situagdo de
estresse, adotam um estilo passivo para lidar com a situagao.

A administracdo de LPS nos dias 3 e 5 de vida alterou o comportamento de levantar-se
em ratos adolescentes. Comparados com os animais dos grupos controle, os ratos tratados com
LPS exibiram um aumento da frequéncia de levantamentos nos testes de ansiedade, nas duas
sessoOes do teste de reconhecimento de objeto novo, na tdbua de buracos e no gradiente de
aversdo elevado. O comportamento de levantar-se est4 relacionado a atividade exploratdria, e
juntamente com o comportamento locomotor, pode servir como uma medida para diferenciar
um perfil de alta ou baixa resposta a ambientes novos em ratos (Pawlak e Schwarting, 2002;
Thiel et al., 1999). Os resultados sugerem que a estimulagdo imunologica precoce pode explicar
em parte as diferengas individuais no comportamento exploratorio, e que essas diferencas
podem ser observadas no aumento da frequéncia de levantadas.

De forma geral, os animais tratados com LPS exibiram um perfil comportamental
caracterizado por aumento de locomog¢ao e impulsividade na adolescéncia. Esses resultados sao
diferentes dos dados relatados em animais adultos. Os ratos adultos tratados precocemente com
LPS exibem aumento nas medidas relacionadas com ansiedade (Breivik et al, 2002; Walker et
al., 2004) e diminuicao da atividade locomotora (Jenkins et al., 2009). Uma possivel explicagao
para essas diferencas comportamentais nas diferentes etapas do desenvolvimento poderia ser a
interagdo entre a ontogenia do sistema dopaminérgico e a estimulagdo imunoldgica no inicio de
vida. De um lado, sabe-se que os receptores de dopamina no cérebro sdo expressados em

excesso antes da puberdade e a sua densidade diminui na fase adulta (Teicher et al., 1995;
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Andersen et al., 2000). Também se demonstrou que a ativacao dos receptores de dopamina D1
tém um papel importante no comportamento de busca de novidade (Bardo et al., 1996), e que
um aumento relacionado a idade nesses receptores poderia explicar a elevada procura por
novidade na puberdade (Teicher et al., 1995; Gelbard et al., 1989). De outro lado, sabe-se que a
administracdo precoce de LPS produz a liberagdo de citocinas pro-inflamatdrias (Fan et al.,
2005; Pang et al., 2003). Além do seu principal papel na proliferagao de linfocitos na periferia,
as citocinas também modulam a diferencia¢ao neuronal (Marx et al., 2001) e o crescimento
dendritico (Gilmore et al., 2004). Além disso, mostrou-se que a ativagdo imunoldgica precoce
por agentes virais ou bacterianos afeta a funcdo dopaminérgica em ratos adultos (Fortier et al.,
2004; Zuckerman et al., 2003) e em ratos jovens (Fan et al., 2008). Assim, ¢ possivel sugerir
que a exposi¢do ao LPS no inicio de vida poderia alterar o desenvolvimento normal do sistema
dopaminérgico, e essa alteracao poderia estar associada com o aumento da atividade
exploratoria na adolescéncia, comparado com a fase adulta.

No conjunto, os achados do primeiro experimento sugerem que a inoculacio de LPS nos
dias 3 e 5 de vida pode produzir alteragdes a longo prazo no comportamento exploratorio. Essas
alteracdes sdo evidentes no aumento da atividade exploratéria e nas estratégias de
enfrentamento do estresse. Os resultados sugerem que a inoculagdo precoce de LPS pode ser
um fator importante associado ao comportamento impulsivo. Contudo, os efeitos
comportamentais desse tipo de estresse precoce parecem evidenciar-se especificamente na

adolescéncia.
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3. Experimento 2 - Comportamento exploratério de ratos
adolescentes expostos a uma inoculagao intensa de LPS
no inicio de vida

3.1. Introducéo

A primeira semana de vida ¢ um periodo crucial do desenvolvimento.
Neurotransmissores como GABA e catecolaminas (Herlenius e Lagercrantz, 2001), bem como
componentes do sistema de resposta ao estresse (Levine, 2005) sdo funcionalmente imaturos no
momento do nascimento e continuam a desenvolver-se a partir desse periodo. Essas mudangas
do sistema nervoso podem ser potencialmente influenciadas pela inoculagdo de LPS, o que
resulta em alteracdes duradouras no comportamento. O efeito a longo prazo da infecgao parece
depender do momento e do nimero de exposi¢des ao agente infeccioso durante a primeira
semana de vida. Além das consequéncias ja mencionadas da exposi¢cdo ao LPS nos dias 3 e 5 de
vida, em outros estudos tem-se avaliado os efeitos da infec¢do precoce em paradigmas
diferentes de administragdo. Por exemplo, ratos adultos que foram tratados com endotoxina nos
dias 4 e 5 de vida exibem alteragdes comportamentais e cognitivas (Kohman et al., 2008). No
mesmo sentido, um unico episodio de infec¢do pode resultar também em mudancas duradouras
no comportamento, igual a quando os animais sao tratados no quarto (Bilbo et al., 2005; 2008;
2010), ou quinto dia de vida (Harr¢ et al., 2008). Contudo, poucos estudos tém investigado os
efeitos a longo prazo da inoculagdo prolongada e precoce de LPS e, até onde se conhece na
literatura, nenhum estudo avaliou os efeitos de uma inoculagao repetida de LPS no inicio de

vida sobre o comportamento de ratos adolescentes.

3.1.1. Objetivo

Considerando que a administragdo do LPS nos dias 3 e 5 de vida resulta em aumento da
atividade exploratdria e de comportamentos relacionados a impulsividade em ratos
adolescentes (Rico et al., 2010), no presente experimento testou-se a hipdtese de que uma
inoculacdo intensa durante a primeira semana de vida (do dia 2 ao dia 7 apds o nascimento)

poderia, ainda mais, resultar em aumento da atividade exploratoria em ratos adolescentes.
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3.2. Materiais e métodos

3.2.1. Sujeitos

Foram utilizadas quatro ninhadas de ratos Wistar compostas por uma ama-de-leite e
nove filhotes machos de um dia de idade, provenientes do Biotério Central do Campus da
Universidade de Sao Paulo de Ribeirdo Preto. As condi¢cdes de manutencdo foram semelhantes

as descritas no Experimento 1.

3.2.2. Equipamento

Foram utilizados os mesmos aparatos descritos no Experimento 1 para execucdo dos
seis testes: labirinto em cruz elevado, campo aberto, exploragao de objeto novo, tabua de

buracos, gradiente de aversao elevado e nado forcado.

3.2.3. Procedimento

MANIPULACOES NO INICIO DE VIDA. No segundo dia apds o nascimento, trés filhotes de cada
ninhada foram pesados e atribuidos aleatoriamente a um de trés grupos (N = 12): (i) animais
tratados com LPS nos dias 2, 3, 4, 5, 6 ¢ 7 de vida, (ii) animais tratados com a solugao veiculo
nos dias 2 a 7 de vida, e (ii1) animais que ndo receberam nenhum tratamento e que foram
pesados juntamente com os demais filhotes entre os dias 2 a 7 de vida. Todos os filhotes foram
identificados individualmente com um marcador. Cada filhote foi marcado em uma das suas
patas ou no abdomen e as marcas foram refrescadas nos dias 3, 5,7, 8,9, 10, 12 ¢ 16 de vida. A
partir do dia 18, as marcas foram realizadas com caneta sobre a cauda. Com a finalidade de
observar o efeito do tratamento sobre o ganho de peso dos animais, registros de peso foram

obtidos antes (dias 11 e 16), durante (dia 21) e depois do desmame (dia 26).

ADMINISTRAGAO DE LPS EM NEONATOS. Nos dias 2, 3, 4, 5, 6 ¢ 7, a ama foi separada dos
filhotes por 10 minutos. Os filhotes foram pesados e, usando-se uma seringa Hamilton com
uma agulha hipodérmica de calibre 30, tratados com uma inje¢ao intraperitonial de LPS ou com
um volume equivalente de solug@o tampao fosfato (PBS). A dose de LPS (derivado de E. coli
serotipo O127:B8; L-3129, Sigma, St. Louis, MO, USA) foi de 50 pg/kg dissolvido em PBS

estéril em um volume de 100 pl. As injegcdes de LPS foram administradas entre 9:00 e 12:00 h.
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TESTES COMPORTAMENTAIS. Os procedimentos dos seis testes comportamentais (labirinto em
cruz elevado, campo aberto, exploragao de objeto novo, tdbua de buracos, gradiente de aversao

elevado e nado for¢ado) foram idénticos aos descritos no Experimento 1.

COMPARACAO DOS RESULTADOS OBTIDOS NOS EXPERIMENTOS 1 E 2. Uma vez observado o efeito
da administragdo repetida de LPS no inicio de vida sobre a resposta emocional de ratos
adolescentes, foram realizadas comparagdes entre os resultados do presente experimento e 0s
obtidos no Experimento 1. Considerando que (1) cada grupo de animais utilizado neste trabalho
foi submetido a um tipo de manipulacao precoce diferente e que (2) uma manipulagio
prolongada dos filhotes no inicio de vida pode alterar a resposta emocional a longo prazo de
forma semelhante a uma infec¢ao precoce, a comparacao entre os resultados dos dois
experimentos teve como objetivo analisar o efeito de variagdes nesse tipo de manipulagdo sobre
a resposta emocional a novidade na adolescéncia. Para esse fim, os principais comportamentos
relacionados a ansiedade, locomogao, resposta a novos estimulos, exploragdo direcionada,
impulsividade e estilos de enfrentamento do estresse foram comparados entre os seis grupos de
animais utilizados nos dois experimentos. A nomenclatura usada consistiu em uma letra
acompanhada de um numero. A letra indicava o tipo de manipulacao precoce a qual os filhotes
foram expostos: C, animais separados da sua ama durante 10 min para o procedimento de
pesagem e marcacdo; P, animais separados da sua ama durante 10 min para o procedimento de
pesagem e tratados com inje¢des intraperitoniais de soluc¢do veiculo PBS; e L, animais
separados da sua ama durante 10 min para o procedimento de pesagem ¢ marcagao ¢ a
inoculagdo de LPS. Os niimeros 2 ou 6 indicavam o numero de vezes que os filhotes foram
expostos a esse tipo de manipulagdo: respectivamente, animais tratados nos dias 3 ¢ 5 de vida e

nos dias 2 a 7 de vida.

3.2.4. Anélise de dados

Os dados de ganho de peso foram analisados através de uma ANOVA de dois fatores
com medidas repetidas, tendo tratamento como um fator (C x P x L) e os dias durante os que se
registrou o peso como o fator de medida repetida (2 x 6). Exceto para o teste de nado for¢ado e
do reconhecimento de objeto, os dados obtidos na bateria de testes comportamentais foram
analisados através de uma ANOVA de um fator. Como ndo se observou aderéncia ao teste de
normalidade, os dados do teste de exploracao de objeto novo e do nado for¢ado foram
analisados com testes ndo paramétricos de analise de postos de Kruskal-Wallis e de

Mann-Whitney. Os dados do efeito das manipulagdes no inicio de vida foram analisado com
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uma ANOVA de um fator e, quando nao se observava aderéncia ao teste de normalidade, os
dados eram analisados com o teste nao paramétrico de Kruskal-Wallis. Sempre que apropriado,
foram realizadas comparagdes post-hoc utilizando-se o teste de Student-Newman-Keuls para
comparac¢des multiplas de médias de grupos. Foram calculados os coeficientes de correlagao de
Pearson para alguns dos comportamentos registrados em cada um dos aparatos. Em todos os
casos, valores de p iguais ou inferiores a 0,05 foram considerados significativos. Os resultados

foram expressos como média = erro padrao da média (EPM).

3.3. Resultados

3.3.1. Ganho de peso

A Figura 9 mostra os registros de ganho de peso dos animais durante a administra¢ao
repetida de LPS e depois do tratamento. Embora a ANOV A nao mostrasse diferencas
significativas no fator tratamento (F[2, 331 = 2423, p = 0,103) nem interacdo entre tratamento e
dias (Fis,1791 = 0,383, p = 0,928), os filhotes tratados com LPS exibiram flutuagdes do peso
corporal durante o tratamento, enquanto os animais que ndo receberam injecdes ganharam peso
constantemente. Apos o tratamento cronico, ndo se observaram diferengas de ganho de peso

antes, durante nem depois do desmame.
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Figura 9. Ganho de peso dos animais tratados com LPS nos dia 3 a 7 de vida e depois do tratamento.

Os simbolos representam a média dos grupos. C animais sem tratamento; P, animais tratados com a solucédo
veiculo; L, animais tratados com lipopolissacarideo

3.3.2. Labirinto em cruz elevado

A Figura 10 mostra as principais medidas relacionadas a ansiedade, observadas nos
bragos abertos do aparato. O tratamento cronico com LPS alterou as medidas de ansiedade em

ratos adolescentes. A ANOVA mostrou diferencas significativas devidas ao tratamento no
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Figura 10. Explorac@o dos bragos abertos do labirinto em cruz elevado de ratos adolescentes
tratados com LPS nos dias 2 a 7 de vida.

As barras representam a média e as linhas verticais indicam o E.P.M. C, animais sem tratamento; P, animais
tratados com a solugdo veiculo; L, animais tratados com lipopolissacarideo. *,Diferente dos grupos C e P
(Student-Newman-Keuls, P < 0,05).

numero de entradas (F[2,331 = 3,625, p = 0,038) e no tempo gasto (Fp2,331=4,103, p = 0,026)
nessas areas abertas do aparato. As comparagdes post-hoc indicaram que os animais tratados
com LPS reduziram o nimero de entrada e o tempo gasto nos bragos abertos, quando
comparados com os animais tratados com solucdo veiculo, mas ndo com os animais do grupo
sem tratamento. As comparagdes Post-hoc mostraram também que os animais que receberam
seis injecodes de solugdo veiculo realizaram mais entradas e permaneceram mais tempo nos
bragos abertos, quando comparados com os animais que nao receberam injecdes. Embora nio
se observassem diferencgas significativas na exploracao das extremidades dos bragos abertos, os
animais que receberam seis inje¢des de solucao veiculo, entraram mais frequentemente e
permaneceram mais tempo nessas areas quando comparados com os animais tratados com LPS
e os animais sem tratamento (ver Tabela 4 para valores de F e de p). Nao se observaram
diferengas significativas na distancia percorrida nos bracos abertos (Fp2,331= 1,722, p = 0,194)
nem no comportamento de esticar-se (ver Tabela 4 para valores de F e de p).

A Figura 11 mostra os comportamentos relacionados a locomog¢ao observados nos
bragos fechados do aparato. O tratamento cronico com LPS alterou o comportamento de
levantar-se em ratos adolescentes. A ANOVA mostrou diferengas significativas no nimero
levantamentos (F[2,331 = 3,565, p = 0,040) e no tempo gasto levantando-se (ver Tabela 4 para
valores de F e de p). As comparagdes post-hoc indicaram que os animais tratados com LPS
realizaram levantamentos mais frequentemente e por mais tempo quando comparados com os
controles. Nao se observaram diferencas significativas no nimero de entradas (F[2,331= 0,594, p

= 0,558) nem na distancia percorrida nos bragos fechados (F2,331= 0,672, p = 0,517).
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Tabela 4. Comportamento exploratério de ratos tratados com LPS nos dias 2 a 7 de vida e
testados na adolescéncia no labirinto em cruz elevado, campo aberto e gradiente de aversdo

elevado.

C, animais sem tratamento; P, animais tratados com a solucao veiculo; L, animais tratados com lipopolissacarideo.
* Diferente dos controles C e P; °, Diferente do grupo C (Student-Newman-Keuls, P < 0,05).

Tratamento ANOVA
Parametros C P L Fi2,33 p
Labirinto em cruz elevado
Entradas nas extremidades abertas 0,75+ 0,30 1,25+0,45 0,58 +0,29 0,965 0,392
Tempo nas extremidades abertas (s) 3,26+ 1,32 7,35+2,65 2,53+1,40 1,889 0,167
Frequéncia de esticar-se 8,50+1,20 9,50+ 1,23 10,5+ 1,23 0,672 0,517
Tempo gasto esticando-se (s) 12,49 £ 1,84 12,7+2,02 18,4 +£3,38 1,769 0,186
Tempo gasto levantando-se (s) 8,95+1,16 9,13£1,21 14,1 +1,41* 5,478 0,009
Campo aberto
Tempo nas areas proximas as paredes (s) 68,68 + 7,64 83,4+4,39 100,3+7,62° 5,553 0,008
Tempo nos cantos (s) 219,0 + 8,94 198,7 £ 5,05 184,0£ 8,78 ° 5,080 0,012
Tempo levantando-se (s) 8,55+1,92 9,08 + 1,24 152+2,47 * 3,610 0,038
Gradiente elevado de aversao
Entradas no brago aberto 0,08 +£0,08 0,25+0,13 0,25+0,13 0,677 0,515
Tempo gasto no brago aberto (s) 0,28 £0,28 0,51+0,29 0,46 0,28 0,177 0,839
Laténcia de entrada no brago aberto (s) 165,5+ 14,5 140,6 £ 20,7 137,8 £22,0 0,616 0,546
Entradas no braco fechado 2,25+0,33 2,42+0,31 1,92 +0,29 0,674 0,517
Tempo no brago fechado (s) 20,00 + 3,57 29,6 £6,26 19,6 +4,41 1,364 0,270
Distancia total percorrida (m) 8,66+0,72 9,29+0,41 9,37 +0,53 0,473 0,627
Levantamentos no tinel e brago fechado 8,08 £1,11 5,92 +£0,98 6,25+0,95 1,321 0,281
Tempo area de transi¢do tunel-fechado (s) 26,39 £ 3,65 41,8+42° 34,6 £ 3,64 4,084 0,026
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Figura 11. Exploracdo dos bragos fechados do labirinto em cruz elevado de ratos adolescentes

tratados com LPS nos dias 2 a 7 de vida.

As barras representam a média e as linhas verticais indicam o E.P.M. C, animais sem tratamento; P, animais
tratados com a solugdo veiculo; L, animais tratados com lipopolissacarideo. *,Diferente dos grupos C e P

(Student-Newman-Keuls, P < 0,05).

3.3.3. Campo aberto

A Figura 12 ilustra as principais medidas relacionadas a ansiedade e a locomog¢ao no

campo aberto. A infec¢do prolongada alterou o comportamento de levantar-se na periferia da

34



arena. A ANOV A mostrou diferencgas significativas devido ao tratamento no niimero de
levantadas (F[2,331 = 3,456, p = 0,043) e no tempo gasto levantando-se (ver Tabela 4 para
valores de F e de p). As comparagdes post-hoc indicaram que os animais tratados com LPS
levantaram-se mais frequentemente e permaneceram levantados por mais tempo, quando
comparados com os controles. A ANOVA também mostrou diferencas significativas no tempo
gasto na area central (F[2,331= 3,372, p = 0,047) ¢ as comparagdes post-hoc indicaram que os
animais que receberam seis injecdes de solugao veiculo permaneceram mais tempo no centro,
quando comparados com os animais do grupo sem tratamento. Nao se observaram diferencas
significativas na distancia percorrida na periferia do aparato (F2,331= 0,778, p = 0,467). O
tratamento cronico com LPS alterou o comportamento relacionado a tigmotaxia em ratos
adolescentes. A ANOVA mostrou diferencgas significativas no tempo gasto nas areas proximas
as paredes e nos cantos da periferia da arena (ver Tabela 4 para valores de F e p). As
comparagdes post-hoc indicaram que, quando comparados com os animais do grupo sem
tratamento, os animais tratados com LPS permaneceram mais tempo nas areas de uma parede e

menos tempo nos cantos da periferia.
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Figura 12. Comportamento exploratério no campo aberto de ratos adolescentes tratados com LPS
nos dias 2 a 7 de vida.

As barras representam a média e as linhas verticais indicam o E.P.M. C, animais sem tratamento; P, animais
tratados com a solugéo veiculo; L, animais tratados com lipopolissacarideo. °,Diferente do grupo C * Diferente
dos grupos C e P (Student-Newman-Keuls, P < 0,05).

3.3.4. Teste da exploracéo de objeto novo

A Tabela 5 resume o comportamento exploratdrio de ratos adolescentes no teste de
exploragdo de objeto novo. A administracdo prolongada de LPS nao alterou a exploragao dos
estimulos novos introduzidos no campo aberto. Na sessdo de aquisi¢do e de teste, o teste
Kruskal-Wallis nao mostrou diferencgas significativas no tempo gasto pelos animais explorando
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os dois objetos nem no tempo gasto explorando separadamente o objeto direito e o objeto

esquerdo (ver Tabela 5 para valores de H e p). A infeccdo repetida alterou o comportamento de
levantar-se. O teste Kruskal-Wallis mostrou diferencas no numero de levantamentos durante as
duas sessoes. As comparagdes post-hoc mostraram que os animais tratados com LPS realizaram

mais levantamentos do que os controles (ver Tabela 5 para valores de H e p).

Tabela 5. Comportamento exploratério de ratos adolescentes no teste de reconhecimento de
objeto novo.

C, animais sem tratamento; P, animais tratados com a solucéo veiculo; L, animais tratados com lipopolissacarideo.
* Diferente dos grupos C e P (Student-Newman-Keuls, P < 0,05).

Tratamento Kruskal-Wallis
Parametros C P L Hiz p
Sessdo de aquisicao
Tempo explorando os dois objetos (s) 11,8+2,45 13,9+2,94 14,9 £2,55 1,178 0,555
Tempo explorando o objeto esquerdo (s) 6,07 +1,38 5,67+0,94 6,66+ 1,36 0,073 0,964
Tempo explorando o objeto direito (s) ~ 5,71+1,53 8,24+2,24 8,22+1,68 1,644 0,440
Frequéncia de levantamentos 11,2+2,34 9,08 +1,56 16,5+ 1,97* 6,575 0,037
Sessdo de teste

Tempo explorando os dois objetos (s) 15,9+3,61 20,1 £2,85 18,5+3,16 0,618 0,712
Tempo explorando o objeto esquerdo (s) 4,47+ 1,34 3,12+0,72 4,06 +0,81 0,844 0,656
Tempo explorando o objeto direito (s) ~ 11,4+2,78 17,0 £2,52 14,4£2,55 2,003 0,367
Frequéncia de levantamentos 9,58 £ 1,68 10,9+ 1,28 17,0 £2,64* 6,012 0,050

A Figura 13 ilustra os indices de reconhecimento para cada grupo de animais na sessao
de aquisicao e de teste. O tratamento cronico com LPS nao alterou a preferéncia por nenhum
dos dois objetos durante a sessdo de aquisi¢cao, mas alterou a preferéncia pelo objeto novo
durante a sessdo de teste. O teste Kruskal-Wallis ndo mostrou diferengas significativas nos
indices de reconhecimento na sessao de aquisi¢ao (Hp2j = 0,546, p = 0,761). No entanto,
mostrou diferencas significativas nos indices de reconhecimento da sessdo de teste (Hp2) =
8,013, p=0,018). As comparagdes post-hoc mostraram que, quando comparados com o grupo
de animais que nao receberam tratamento, os animais tratados com LPS e os que receberam seis
injecdes de solucao veiculo, exploraram durante mais tempo o objeto novo em relacdo ao tempo
total de exploragdo dos objetos. Além disso, observaram-se diferengas nos indices de
reconhecimento entre as duas sessdes nos grupos de animais que receberam tratamento. O teste
de Mann-Whitney mostrou diferencgas significativas entre os indices de reconhecimento da
sessdo de aquisi¢do e os indices da sessao de teste, no grupo de animais tratados com LPS (U =
124,000, p = 0,003) e no grupo de animais que receberam solugdo veiculo (U = 127,000, p =
0,002). Nao se observaram diferencas entre sessdes no grupo de animais que nao receberam

injecdes repetidas (U = 83,500, p = 0,522).
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3.3.5. Tabua de buracos

A Figura 14 mostra as medidas de atividade exploratdria e locomogao na tabua de
buracos. O tratamento cronico com LPS alterou o comportamento de levantar-se em ratos
adolescentes. A ANOVA mostrou diferencas no niumero de levantamentos (Fj2,331=3,583,p =
0,039) e as comparagdes post-hoc mostraram que os ratos tratados com LPS levantaram-se mais
frequentemente do que os controles. Nao se observaram diferencas devido ao tratamento na
atividade exploratoria geral e a exposigao ao risco. A ANOVA ndo mostrou diferengas na
exploragdo dos quatro furos dos cantos do aparato (F[2,331= 0,710, p = 0,499) nem na

exploracdo do furo central (Fp2,331= 0,00, p=1,00).
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Figura 14. Comportamento exploratério na tdbua de buracos de ratos adolescentes tratados com
LPS nos dias 2 a 7 de vida.

As barras representam a média e as linhas verticais indicam o E.P.M. * Diferente dos controles C e P
(Student-Newman-Keuls, P < 0,05).
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3.3.6. Gradiente de aversao elevado

A administracdo repetida de LPS ndo alterou as medidas relacionadas com
impulsividade, ansiedade, locomocgdo e avaliacdo de risco em ratos adolescentes. A ANOVA
nao mostrou diferencas significativas no numero de entradas, tempo gasto nem laténcia de
entrada no braco aberto. Também nao foram observadas diferencas na distancia total percorrida,
numero de entradas, tempo gasto no braco fechado nem na frequéncia de levantamentos (ver
Tabela 4 para valores de F e p). A ANOVA mostrou diferencas no tempo gasto na area de
transicdo tunel-brago fechado e as comparagdes post-hoc mostraram que os animais que
receberam seis injegdes de solucdo veiculo permaneceram mais tempo nessa area do que os

animais do grupo sem tratamento (ver Tabela 4 para valores de F ¢ p).

3.3.7. Nado forgado

A Figura 15 ilustra os comportamentos observados nas duas sessdes do teste do nado
forcado. A administragdo repetida de LPS alterou as medidas relacionadas ao enfrentamento do
estresse e depressdo durante a sessdo treino. O teste Kruskal-Wallis mostrou diferencas
significativas na porcentagem de tempo em que os animais permaneceram escalando (Hj2) =
6,707 p=0,035) e no tempo em que permaneceram na postura imével (Hz1= 10,937 p = 0,004).
As comparagdes post-hoc mostraram que, comparados com os controles, os animais tratados
com LPS escalaram por menos tempo e permaneceram mais tempo iméveis. Também durante a
primeira sessdo, a ANOVA de um fator mostrou diferengas significativas no tempo gasto
mergulhando (Fp2,331= 3,892, P =0,030) ¢ as compara¢des post-hoc indicaram que os animais
tratados com LPS permaneceram nadando completamente submergidos por menos tempo,
quando comparados com os controles. O coeficiente de Pearson mostrou uma correlagdo
positiva entre o tempo de imobilidade nessa sessdo e o tempo gasto no braco aberto do
gradiente de aversdo elevado (r = 0,76, p = 0,01). Nao se observaram diferencas significativas
no comportamento de nadar (Hi21= 0,785 p =0,675). Durante a segunda sessao, 24 horas depois,
ndo foram observadas diferencas significativas nos comportamentos estudados. O teste
Kruskal-Wallis nao mostrou diferengas significativas no comportamento de escalar (Hp2) =
0,186, p=0,911), nadar (Hp21 = 0,258, p = 0,879) nem de imobilidade (Hp2; = 1,443, p = 0,486).
Finalmente, foram observadas diferencas significativas entre as duas sessoes do nado for¢cado
nos comportamentos de escalar e de imobilidade. O teste de Mann—Whitney mostrou que,
comparado com seu desempenho na primeira sessdo, na segunda sessdo os animais tratados
com LPS aumentaram o tempo gasto escalando (U = 119,000, p = 0,007) e reduziram o tempo

gasto na postura imovel (U = 30,000, p=0,017).
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Figura 15. Comportamentos no teste de nado forcado de ratos adolescentes tratados
com LPS nos dias 2 a 7 de vida.

As barras claras representam as médias da primeira sesséo e as barras cinzas as médias da
segunda sessdao. As linhas verticais indicam o E.P.M. *, Diferente dos controles C e P; **, Diferente
do grupo controle na primeira sesséao, e diferente da segunda sessao (Student-Newman-Keuls, P <
0,05).

3.4. Comparagao dos resultados dos Experimentos 1 e 2

3.4.1. Comportamentos relacionados a ansiedade e a locomocéo

A Figura 16 ilustra os principais comportamentos relacionados a ansiedade e a
locomogao no labirinto em cruz elevado de ratos adolescentes expostos a seis tipos de
manipulagdes na primeira semana de vida. A manipulagdo precoce alterou as medidas
relacionadas a ansiedade e a locomoc¢ao na adolescéncia. A ANOVA mostrou diferengas
significativas no tempo de exploracao dos bragos abertos (Fs,661 = 3,849, p = 0,004) e as
comparagdes post-hoc indicaram que os animais submetidos a seis injegdes de solugdo veiculo

e a injegoes de LPS nos dias 3 e 5 de vida exploraram durante mais tempo os bragos abertos do
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Figura 16. Efeito da manipulacao precoce sobre medidas de ansiedade e locomogé&o de ratos
adolescentes expostos ao labirinto em cruz elevado.

As barras representam a média e as linhas verticais indicam o E.P.M. C, animais sem tratamento; P,
animais tratados com solugéo veiculo; L, animais tratados com lipopolissacarideo; 2, manipulagdes nos
dias 3 e 5 de vida; 6, manipulacdes nos dias 2 a 7 de vida. *,Diferente de todos os grupos; ?, Diferente de
C2, C6, P2, L6; b, Diferente de L6 (Student-Newman-Keuls, P < 0,05).

aparato quando comparados com os animais expostos a infeccdo repetida. As comparagoes
post-hoc mostraram também que os animais expostos a inje¢des de LPS nos dias 3 ¢ 5 de vida
exploraram por mais tempo os bragos abertos quando comparados com os animais dos grupos
sem tratamento e os animais que receberam duas injecdes de solugdo veiculo. O teste
Kruskal-Wallis mostrou diferengas significativas na distancia percorrida nos bragos fechados
(His1=13,917, p=0,016) e as comparagdes post-hoc indicaram que os animais tratados com
LPS nos dias 3 e 5 de vida percorreram maiores distancias quando comparados com os animais
dos outros grupos.

A Figura 17 mostra os principais comportamentos relacionados a ansiedade e a
locomog¢do no campo aberto de ratos adolescentes manipulados na primeira semana de vida. A
manipulacdo precoce alterou os comportamentos relacionados tanto a ansiedade como a
locomogao. O teste Kruskal-Wallis mostrou diferencgas significativas no tempo gasto na area
central da arena (Hs1= 17,719, p = 0,003) ¢ as comparagdes post-hoc indicaram que os tanto os
animais submetidos a seis inje¢des de solugao veiculo ou de LPS como os expostos a duas
injeg¢des de LPS, aumentaram o tempo de permanéncia na area central do aparato, quando
comparados com os animais dos grupos sem tratamento € os animais que receberam duas
injegdes de solugdo veiculo. As comparagdes post-hoc mostraram também que os animais sem
tratamento, mas pesados durante os seis primeiros dias, gastaram mais tempo na area central
quando comparados com os animais tratados com solucdo veiculo nos dias 3 e 5 de vida, bem

como com os animais que foram unicamente pesados durante esses dois dias. A ANOVA
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Figura 17. Efeito da manipulagdo precoce sobre medidas de ansiedade e locomoc¢é&o de ratos
adolescentes expostos ao campo aberto.

As barras representam a média e as linhas verticais indicam o E.P.M. C, animais sem tratamento; P,
animais tratados com solucdo veiculo; L, animais tratados com lipopolissacarideo; 2, manipula¢des nos
dias 3 e 5 de vida; 6, manipulagdes nos dias 2 a 7 de vida. *,Diferente de C2, C6, P2; °, Diferente de C2
e P2, L6; ?, Diferente de P2 (Student-Newman-Keuls, P < 0,05).

mostrou diferencas significativas na distancia percorrida na periferia do campo aberto (F[s,66] =
2,888, p=0,02) ¢ as comparagdes post-hoc indicaram que os animais tratados com LPS, nos
dias 3 e 5 de vida ou de forma repetida, bem como os animais que receberam seis injegoes de
veiculo, percorreram maiores distancias na periferia quando comparados com os animais do
grupo que recebeu duas injecdes de solucdo veiculo. Além disso, os animais expostos a seis
injecdes de LPS aumentaram a locomogao na periferia quando comparados com os animais sem

tratamento que foram pesados nos dias 3 e 5 de vida.

3.4.2. Resposta a estimulos novos

A Figura 18 ilustra a resposta a estimulos novos de ratos adolescentes manipulados
durante a primeira semana de vida. A manipulagdo precoce alterou a exploracao de objetos na
adolescéncia. O teste Kruskal-Wallis mostrou diferencgas significativas no tempo de exploragao
dos dois objetos tanto na sessdo de aquisicao (His)= 17,154, p = 0,004) quanto na sessao de
teste (His1 = 17,081, p = 0,004). As comparagdes post-hoc indicaram que animais expostos as
manipulagdes repetidas (pesagem, inje¢des de solucdo veiculo ou infecg@o) por seis dias, como
os expostos nos dias 3 e 5 de vida, exploraram durante mais tempo os objetos, quando
comparados com os animais dos grupos que receberam injecdes de veiculo nos dias 3 e 5 de

vida e aqueles que foram unicamente pesados durante esses dois dias.
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Figura 18. Efeito da manipulac@o precoce sobre a resposta a estimulos novos de ratos
adolescentes expostos ao teste de reconhecimento de objeto.

As barras indicam a média e as linhas verticais indicam o E.P.M. C, animais sem tratamento; P, animais

tratados com solucéo veiculo; L, animais tratados com lipopolissacarideo; 2, manipulages nos dias 3 e
5 de vida; 6, manipulac¢des nos dias 2 a 7 de vida. *, Diferente de C2 e P2 (Student-Newman-Keuls, P <

0,05).

3.4.3. Exploragéo direcionada

A Figura 19 mostra o comportamento exploratorio de ratos que foram manipulados
durante a primeira semana de vida adolescentes e testados na tdbua de buracos quando
adolescentes. Esse tipo de manipulagdo precoce alterou a exploracao direcionada aos buracos.
A ANOVA mostrou diferengas significativas na frequéncia de mergulhos de cabega dentro dos
buracos (Fis.661 = 4,651, p=0,001) ¢ as comparagdes post-hoc indicaram que animais sem
tratamento, mas pesados durante seis dias, e 0s animais tratados com LPS nos dias 3 e 5 de vida,
mergulharam mais freqlientemente, quando comparados com os animais que foram somente
pesados e com os animais tratados com solucdo veiculo nos dias 3 e 5 de vida. As comparacdes
post-hoc indicaram também que os animais que receberam seis inje¢des de solugdo veiculo
aumentaram a frequéncia de mergulhos quando comparados com os animais que foram

unicamente pesados durante os dias 3 e 5 de vida.

3.4.4. Comportamento relacionado a impulsividade.

A Figura 20 mostra o tempo de exploragdo do brago aberto do gradiente de aversao
elevado de ratos adolescentes que foram manipulados na primeira semana de vida. A
manipulagdo precoce alterou o comportamento impulsivo de ratos adolescentes expostos a esse
aparato. A ANOVA mostrou diferencgas significativas no tempo gasto nos bragos abertos (F[s,66]
= 6,288, p =<0,001) e as comparagdes post-hoc indicaram que unicamente os animais tratados

com LPS nos dias 3 e 5 de vida aumentaram o tempo de permanéncia nessa area.
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3.4.5. Estilos de enfrentamento do estresse.

Figura 19. Efeito da manipulacdo precoce
sobre a exploracdo direcionada de ratos
adolescentes expostos a tabua de buracos.

As barras representam a média e as linhas
verticais indicam o E.P.M. C, animais sem
tratamento; P, animais tratados com solugéo
veiculo; L, animais tratados com
lipopolissacarideo; 2, manipulagbes nos dias 3 e
5 de vida; 6, manipulagfes nos dias 2 a 7 de vida.
* Diferente de C2 e P2; °, Diferente de C2
(Student-Newman-Keuls, P < 0,05).

Figura 20. Efeito da manipulag&o precoce
sobre o comportamento impulsivo de
ratos adolescentes expostos ao gradiente
de averséo elevado.

As barras representam a média e as linhas
verticais indicam o E.P.M. C, animais sem
tratamento; P, animais tratados com solucao
veiculo; L, animais tratados com
lipopolissacarideo; 2, manipulac¢des nos dias 3
e 5 de vida; 6, manipulag8es nos dias 2 a 7 de
vida. *Diferente de todos o0s grupos
(Student-Newman-Keuls, P < 0,05).

A Figura 21 mostra dois comportamentos relacionados a estilos de enfrentamento do

estresse por ratos adolescentes manipulados na primeira semana de vida. O tipo de manipulagdo
precoce alterou o estilo de enfrentamento do estresse por ratos adolescentes na primeira sessao

de treino do teste de nado forcado. A ANOV A mostrou diferencgas significativas no tempo gasto

na postura imovel (Fis,661 = 7,104, p = <0,001) e as comparagdes post-hoc indicaram que as

manipulagdes repetidas por seis dias, como pesagem e injecdes de solugdo veiculo, reduziram o

tempo de imobilidade em comparagdo com os animais dos outros grupos. O teste

Kruskal-Wallis mostrou também diferengas no tempo que os animais mergulharam (His) =

17,459, p = 0,004) e as comparagdes post-hoc indicaram que os animais tratados com LPS nos

dias 3 e 5 de vida mergulharam por tempos mais longos do que os animais dos grupos que

foram pesados e os animais que foram tratados com solucao veiculo durante esses dois dias,

bem como do que os animais que foram tratados com LPS de forma repetida.
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Figura 21. Efeito da manipulacdo precoce sobre a estrategias de enfrentamento de estresse
de ratos adolescentes expostos a primeira sessdo do nado forcado.

As barras representam a média e as linhas verticais indicam o E.P.M. C, animais sem tratamento; P,
animais tratados com solugéo veiculo; L, animais tratados com lipopolissacarideo; 2, manipula¢des nos
dias 3 e 5 de vida; 6, manipulacdes nos dias 2 a 7 de vida. *,Diferente de C6 e P6; ?, Diferente de C2, P2
e L6 (Student-Newman-Keuls, P < 0,05).

A Figura 22 mostra o tempo de imobilidade durante a re-exposi¢do ao teste de nado
for¢ado. O tipo de manipulacdo no inicio de vida alterou o estilo de enfrentamento do estresse
de ratos adolescentes re-expostos ao teste. O teste Kruskal-Wallis mostrou diferengas
significativas no tempo gasto na postura imovel (His) = 14,949, p = 0,011) e as comparagdes
post-hoc indicaram que os animais expostos a qualquer tipo de manipulagdo repetida durante
seis dias reduziram o tempo de imobilidade quando comparados com os animais expostos a

qualquer tipo de manipulagdo durante os dias 3 e 5 de vida.
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3.4.6. Frequéncia de levantadas

A Figura 23 mostra a frequéncia de levantadas pelos ratos adolescentes manipulados na
primeira semana de vida. Exceto no teste de nado forgado, o tipo de manipulacao precoce
alterou o comportamento de levantar-se em todos os testes comportamentais utilizados. A
ANOV A mostrou diferengas no labirinto em cruz elevado (Fs.661 = 5,40, p = <0,001) e as
comparagdes post-hoc indicaram que os animais tratados com seis inje¢des de LPS
levantaram-se mais frequentemente do que os animais do grupo controle sem tratamento e do
que os animais injetados com solugd@o veiculo. As comparagdes post-hoc mostraram também
que, quando comparados com os animais dos grupos que foram somente pesados e com 0s
animais que receberam injegoes de veiculo nos dias 3 e 5 de vida, os animais dos grupos que
receberam duas injecoes de LPS e aqueles que foram tratados seis vezes com solugdo veiculo
levantaram-se mais vezes. O teste Kruskal-Wallis mostrou diferencgas significativas no campo
aberto (His) = 30,830, p =<0,001) e as comparagdes post-hoc indicaram que os animais
expostos a seis inje¢des de LPS aumentaram a frequéncia de levantadas quando comparados
com todos os grupos. As comparagdes Post-hoc mostraram também que os animais que
receberam seis injecoes de solugdo veiculo levantaram-se mais do que os animais dos grupos
sem tratamento e os animais que receberam inje¢des de veiculo ou de LPS nos dias 3 e 5 de vida.
As comparagdes post-hoc mostraram que os animais dos grupos sem tratamento, mas que foram
pesados seis vezes, € os animais expostos a duas injecdes de LPS levantaram-se mais
frequentemente do que os animais dos grupos sem tratamento € os animais que receberam
injecoes de veiculo nos dias 3 e 5 de vida. A ANOVA mostrou diferencas na sessao de
aquisicao do teste de reconhecimento de objeto (Fis.661 = 8,181, p =<0,001) e as comparagdes
post-hoc indicaram que os animais tratados com seis inje¢cdes de LPS levantaram-se mais vezes
do que os animais dos grupos que foram unicamente pesados e os que receberam injecdes de
veiculo nos dias 3 e 5 de vida, bem como do que os animais que receberam seis inje¢cdes de
solugdo veiculo. As comparagdes post-hoc mostraram também que, quando comparados com
os animais dos grupos que foram unicamente pesados e os que receberam injecoes de veiculo
nos dias 3 e 5 de vida, tanto os animais tratados com duas inje¢des de LPS, como os que foram
unicamente pesados seis vezes e os que receberam seis inje¢des de solugdo veiculo, realizaram
um nimero maior de levantadas. A ANOVA mostrou diferengas na segunda sessao do teste de
reconhecimento de objeto (Fis.661 = 11,425, p=<0,001) e as comparagdes post-hoc indicaram

que os animais tratados com seis inje¢cdes de LPS
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Figura 23. Efeito da manipulacdo precoce sobre a frequéncia de levantamentos de ratos
adolescentes expostos a diferentes testes comportamentais.

As barras representam a média e as linhas verticais indicam o E.P.M. C, animais sem tratamento; P,
animais tratados com solugdo veiculo; L, animais tratados com lipopolissacarideo; 2, manipula¢des nos
dias 3 e 5 de vida; 6, manipulacdes nos dias 2 a 7 de vida. °, Diferente de todos os grupos; * Diferente de
C2 e P2; 2, Diferente de C2, P2, C6 e P6; °, Diferente de C2, P2, C6 e L2; °, Diferente de C2, P2 e P6
(Student-Newman-Keuls, P < 0,05).

levantaram-se mais vezes do que os animais dos outros grupos. As comparag¢des post-hoc
mostraram também que, em comparagdo com os animais dos grupos que foram somente

pesados e com os que receberam inje¢des de veiculo nos dias 3 e 5 de vida, os animais que
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receberam seis injecdes de solugdo veiculo, levantaram-se mais vezes. A ANOVA mostrou
diferencas na tabua de buracos (Fis.661 = 9,412, p = <0,001) e as comparagdes post-hoc
indicaram que os animais tratados com seis inje¢des de LPS levantaram-se mais vezes do que
os animais dos outros grupos. As comparagdes post-hoc mostraram também que, quando
comparados com os animais dos grupos que foram somente pesados € com os que receberam
injecdes de veiculo nos dias 3 e 5 de vida, tanto os animais que foram somente pesados, como
os que receberam injegdes de solugdo veiculo durante seis dias e os que foram tratados com
duas inje¢des de LPS, levantaram-se mais vezes. Finalmente, a ANOV A mostrou diferengas no
gradiente de aversdo elevado (Fis.661 = 2,396, p = 0,047) e as comparagdes post-hoc indicaram
que os animais tratados com duas injecdes de LPS e os animais que foram somente pesados por
seis dias, levantaram-se mais do que os animais dos grupos somente pesados ¢ os tratados com

injegdes de veiculo nos dias 3 e 5 de vida.

3.5. Discussao

A inoculacdo de LPS entre os dias 2 e 7 de vida ndo alterou significativamente o ganho
de peso dos animais, nem durante o tratamento nem mesmo semanas depois. No entanto, os
animais do grupo tratado com LPS exibiram oscilagdes de ganho de peso quando comparados
com os controles. Enquanto que os animais sem tratamento ganharam peso progressivamente,
os animais tratados com LPS ganharam peso antes da terceira administra¢ao da endotoxina e
perderam peso antes da quarta administragdo. As oscilagdes de ganho de peso dos filhotes
tratados com LPS podem estar relacionadas a um possivel comportamento de doencga. Esse
comportamento, também observado em ratos adultos ap6s a administracao de LPS, ¢
caracterizado por sintomas de anorexia e adipsia (Hart, 1988; Cross-Mellor et al., 2000).

Ao contrario do esperado, os resultados obtidos na bateria de testes comportamentais
mostraram que, comparados com os controles, ratos adolescentes expostos a inoculagao
prolongada de LPS na primeira semana de vida ndo exibiram aumento da atividade exploratoria.
A administrag¢do prolongada de LPS pareceu ndo afetar os comportamentos relacionados com a
ansiedade nem com a locomogao por ocasido da adolescéncia. Ao comparar o grupo de filhotes
tratados de forma prolongada com LPS e o grupo de animais que ndo receberam injegdes, ndo
houve diferencas na exploragao dos bragos abertos do labirinto em cruz elevado nem da area
central da arena. Da mesma forma, ndo se observaram diferengas na distancia percorrida nos
bragos fechados do labirinto em cruz elevado nem na periferia do campo aberto.

Considerando que a inoculagdo prolongada de LPS pode causar tolerancia (Fan e Cook,
2005), os resultados obtidos nos testes de ansiedade sugerem, inicialmente, uma possivel
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diminui¢do do efeito da endotoxina apos a administragdo continua. No entanto, ao considerar o
comportamento exibido pelos animais que receberam seis inje¢des de solucao veiculo,
levanta-se a hipoteses de um possivel efeito da manipulagdo precoce como evento estressante, €
os efeitos a longo prazo desse evento sobre a resposta emocional.

Comparados com os animais que ndo receberam injegdes, os ratos do grupo controle
veiculo aumentaram a exploragdo dos bracos abertos do labirinto em cruz elevado e da area
central do campo aberto. Esses resultados sugerem que o procedimento de inoculagdo repetida,
que inclui o manuseio do filhote e uma puncdo intraperitonial diariamente por seis dias, pode
ser um evento suficientemente estressante para produzir alteracdes duradouras no
comportamento. Contudo, se a administra¢do prolongada de endotoxina causou tolerancia,
como sugerido anteriormente, era de se esperar que os animais do grupo tratado com LPS
exibissem também aumento da exploragdo das areas abertas dos aparatos pelo fato de terem
sido expostos ao procedimento de administracao. Os resultados no labirinto em cruz elevado
mostraram o contrario. Comparados com os animais do grupo controle veiculo, os ratos
submetidos a uma inoculagdo prolongada reduziram significativamente a exploragdo dos
bragos abertos.

A partir dos resultados anteriores, sugere-se que, durante estagios precoces do
desenvolvimento, a exposi¢ao dos filhotes a niveis baixos ou muito altos de estresse pode ter
como resultado o aumento das medidas relacionadas com ansiedade no labirinto em cruz
elevado, enquanto a exposi¢do a niveis moderados de estresse resultaria na diminuicao dessas
medidas. Assim, os comportamentos relacionados a ansiedade na adolescéncia seriam uma
funcdo em U da intensidade do estresse precoce. Considerando essa hipotese, o procedimento
de administragdo ao qual foram submetidos os animais do grupo controle veiculo poderia
representar uma situacdo moderada de estresse precoce, o que teria como resultado a
diminui¢do da ansiedade na adolescéncia. J4 a exposi¢@o continua a eventos simultdneos como
manuseio, pungdes intraperitoniais e inoculagdo de LPS poderiam representar, no conjunto, um
tipo de estresse de elevada intensidade, o que levaria ao aumento da ansiedade em resposta a
novidade.

A hipétese anterior, do aumento ou diminui¢do de comportamentos relacionados a
ansiedade em fung¢do da intensidade do estresse no inicio de vida, parece estar apoiada nos
resultados descritos nos estudos de separacao materna. Por exemplo, ratos adultos que foram
separados de suas maes por periodos curtos (10-15 min / dia) durante as primeiras 1-2 semanas
pos-parto, exibem diminui¢cdo dos comportamentos relacionados com ansiedade (Ladd et al.,

2000; Macri et al., 2004). Por sua vez, a exposi¢ao a longos periodos de separagdo materna (180
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min/dia) durante o0 mesmo periodo pds-natal, tem como resultado o aumento dos
comportamentos relacionados a ansiedade em ratos adultos (para uma revisdo, ver Macri e
Wiirbel, 2006). Semelhante as evidéncias descritas em ratos adultos, foi demonstrado
recentemente que ratos adolescentes, submetidos a separagdo materna durante periodos curtos,
exibem menos comportamentos de ansiedade no labirinto em cruz elevado do que tanto animais
submetidos a periodos longos de separagdo como os controles (Koehnle e Rinaman, 2010).

Os dados obtidos no teste de reconhecimento de objeto sugerem que uma inoculagdo
prolongada no inicio de vida ndo reduz a neofobia de ratos adolescentes. Comparados com os
controles, os ratos tratados com LPS ndo exibiram aumento da exploragao dos objetos
introduzidos na arena durante a sessdo de aquisi¢do nem durante a sessao de teste. No entanto,
foram observadas diferencgas devido ao tratamento nos indices de reconhecimento calculados
para a segunda sessao. Comparados com 0s animais que ndo receberam tratamento, os ratos que
receberam seis injecdes de solugdo veiculo e os ratos que receberam seis injecoes de LPS
exploraram durante mais tempo o objeto novo em relagao ao tempo total de exploracao dos dois
objetos. Considerando que ndo houve um viés de preferéncia pelo objeto da direita ou da
esquerda na sessao de aquisi¢do, e que somente os ratos do grupo sem tratamento nao
discriminaram os estimulos aos quais foram previamente expostos, os resultados anteriores
sugerem que o estresse precoce produzido pelo procedimento de administragdo repetida, bem
como a exposi¢ao a uma infec¢ao prolongada, podem melhorar o desempenho de ratos
adolescentes na tarefa de reconhecimento de objeto.

Embora a literatura carega de estudos similares em ratos adolescentes, os dados
apresentados concordam com os resultados de Jenkins et al (2009) e Rico et al (2010),
mostrando que a administragdo de LPS nos primeiros dias de vida ndo compromete a tarefa de
reconhecimento de objeto na adolescéncia. No entanto, nesses estudos ndo se observou um
melhor desempenho dos animais nessa tarefa devido a infecg¢ao precoce. Como sugerido por
Roberson et al (2006), € provavel que a exposi¢ao a uma inoculagdo prolongada de LPS durante
a primeira semana de vida acelere o desenvolvimento do sistema nervoso, o que teria como
resultado um melhor desempenho em tarefas cognitivas e motoras. Semelhante ao modelo de
inoculacdo prolongada utilizado neste experimento, no estudo de Roberson et al (2006) filhotes
machos foram tratados com LPS ou com salina durante os dias 2, 3, 4, 5 e 6 de vida. Mais tarde,
entre os dias 1 e 21 de vida, esses animais foram expostos a diferentes testes para avaliar o
desenvolvimento sensorio-motor, € na fase adulta, foram testados em modelos que avaliavam
coordenacao motora e equilibrio. Comparados com os controles, os animais tratados com LPS

exibiram geotaxia negativa e correcao de postura mais cedo no desenvolvimento, e na fase
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adulta, exibiram melhor desempenho nas tarefas de coordenacao motora e equilibrio.

Ao contrario do ocorrido nos testes de ansiedade e de reconhecimento de objeto novo, a
inoculagao prolongada de LPS ndo alterou comportamentos relacionados a exploragdo dirigida
na tdbua de buracos nem a impulsividade no gradiente de aversao elevado em ratos
adolescentes. A unica diferenca foi observada no grupo de animais tratados com solucao
veiculo e testados no gradiente de aversdo elevado. Comparados com os animais do grupo sem
tratamento, os animais tratados com seis injegcoes de veiculo permaneceram mais tempo na area
de transic¢ao tunel-fechado, uma medida relacionada ao aumento da avaliagao de risco. Como
observado no labirinto em cruz elevado, e discutido anteriormente, o procedimento de
administracao repetida no inicio de vida parece afetar comportamentos especificos de defesa na
adolescéncia.

A inoculacdo prolongada de LPS na primeira semana de vida alterou o comportamento
de levantar-se em ratos adolescentes. Comparados com os controles, os ratos tratados com LPS
exibiram um aumento da frequéncia de levantadas nos testes de ansiedade, nas duas sessdes do
teste de reconhecimento de objeto novo e na tdbua de buracos. Os resultados anteriores
concordam com os dados de um estudo prévio (Rico et al., 2010), demonstrando que a
exposi¢do precoce a LPS nos dias 3 e 5 de vida resulta também no aumento da frequéncia de
levantamentos em ratos adolescentes.

A administragdo prolongada de LPS no inicio de vida alterou os comportamentos
relacionados ao enfrentamento do estresse e os sinais de depressdo em ratos adolescentes.
Durante a primeira sessao do teste de nado for¢ado, os ratos tratados com LPS escalaram e
mergulharam durante menos tempo e permaneceram mais tempo na postura imével,
comparados com os controles. Durante a segunda sessdo, observou- se um padrao de
comportamento inverso: os animais tratados com LPS aumentaram o tempo gasto escalando e
reduziram o tempo de imobilidade. No teste de nado forcado, os comportamentos de escalar
(Cryan et al., 2005) e de mergulhar (Rico et al., 2010) estdo relacionados a estilos ativos de lidar
com o estresse, enquanto que a postura imével representa um estilo passivo (Cryan et al., 2005),
relacionado a sintomas de depressao (Porsolt, 1976). O perfil comportamental observado
nesses animais durante a segunda sessao do nado forcado foi semelhante ao comportamento de
animais tratados com agentes antidepressivos. Apos a sessao de treino, animais tratados com
antidepressivos exibem, na segunda sessdo, uma diminui¢do do tempo de imobilidade, em
compara¢do com animais controle (para uma revisao, ver Cryan e Slattery, 2007).
Considerando que (1) os animais tratados de forma precoce com LPS ndo foram submetidos a

tratamento farmacologico com antidepressivos entre as duas sessoes de teste, e (2) que esses
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animais exibem aumento dos comportamentos relacionados com estilos passivos de lidar com o
estresse durante a primeira exposi¢ao ao nado for¢ado, levanta-se a hipdtese de que a infeccao
precoce pode alterar os estilos de enfrentamento, dependendo da exposicao/re-exposicao a
situacdo de estresse. Assim, um repertorio de comportamentos passivos, relacionado a sintomas
depressivos, seria inicialmente exibido para lidar com a novidade, enquanto que, uma vez que a
situacdo de estresse se torna familiar, um repertorio de comportamentos ativos seriam exibidos
para lidar com a situacao

Embora ndo existam estudos na literatura sobre inoculagdo precoce de LPS em ratos e
posterior apari¢ao de sintomas depressivos na adolescéncia, os dados apresentados sdo
coerentes com os resultados descritos por Bilbo et al (2008). Nesse estudo, ratos expostos a uma
infecgdo bacteriana precoce foram, na vida adulta, submetidos a estresse por choque
inescapavel na cauda, seguido de uma avaliagdo periddica de sintomas relacionados a
depressdo. Os autores mostraram que esse tipo de estresse teve como resultado uma marcada
exibi¢do de comportamentos relacionados a depressdo em ratos adultos. No entanto,
comparados com 0s animais controles, os ratos que sofreram um infec¢ao no inicio de vida,
exibiram uma recuperag¢ao mais rapida dos sintomas depressivos produzidos pelo choque
inescapavel.

No conjunto, os resultados do Experimento 2 sugerem que a administragdo prolongada
de LPS nos dias 2 a 7 de vida pode produzir alteragdes comportamentais na adolescéncia. As
alteracdes relacionadas ao aumento de ansiedade parecem ser o resultado tanto da exposi¢ao ao
LPS quanto do procedimento prolongado de administragdo. Ao contrario do esperado, a
inoculagao prolongada de LPS no inicio de vida ndo alterou os comportamentos relacionados
com impulsividade e neofobia. No entanto, esse evento precoce parece ter efeitos duradouro
sobre o repertdrio de comportamento que os animais exibem quando re-expostos a situagoes de

estresse.

3.5.1. Efeito das manipulac¢des no inicio da vida sobre o comportamento exploratdrio de ratos

adolescentes

Cada um dos grupos de animais utilizados nos Experimentos 1 e 2 foi submetido a um
tipo de manipula¢do durante a primeira semana de vida. Uns foram separados da suas amas e
pesados enquanto outros, além do procedimento anterior, receberam injegdes de solu¢ao
veiculo ou de LPS. Com o objetivo de analisar os efeitos da manipulacio precoce sobre o
comportamento exploratorio na adolescéncia, foram realizadas comparagdes entre os

resultados de ambos os experimentos. Os dados obtidos dessas comparagdes forneceram
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informacdes relevantes que explicam, em parte, as diferencgas observadas entre os efeitos da
inoculagdo de LPS nos dias 3 e 5 de vida e os efeitos de uma inoculagdo prolongada entre os
dias 2 a 7 de vida, sobre o comportamento exploratorio de ratos adolescentes.

No Experimento 1, observou-se que a administragdo de LPS nos dias 3 e 5 de vida teve
como resultado o aumento da atividade exploratdria de ratos adolescentes. Comparados com os
controles, os ratos tratados com LPS exibira um padrao de comportamento semelhante em cada
um dos seis testes comportamentais aos quais foram expostos. Esse perfil de comportamento
caracterizou-se pelo aumento de locomogao, busca de novidade e exposi¢do ao risco. No
entanto, a administracdo prolongada de LPS entre os dias 2 a 7 de vida, além de ndo parecer ter
um efeito claro sobre o comportamento exploratorio de ratos adolescentes, também nao
resultou em um padrao de comportamento semelhante ao longo dos testes utilizados.

De forma geral, os resultados obtidos nos testes comportamentais sugerem que o tipo de
manipulagdo a qual os animais foram expostos no inicio de vida pode representar intensidades
diferentes de estresse, com a capacidade de produzir alteragcdes comportamentais a longo prazo.
O primeiro tipo de manipulagdo consiste no procedimento ao que foram submetidos os
controles do Experimento 1: separa¢do da ama para registro de peso (C2), bem como para a
administracao de solugdo veiculo nos dias 3 e 5 de vida (P2). Comparado com os outros grupos,
esse tipo de manipulacao nao parece alterar o comportamento exploratorio em nenhum dos
testes comportamentais utilizados. Considerando que ratos adolescentes desses dois grupos
exibiram um padrao comportamental semelhante durante todos os testes, sugere-se que essa
manipulagdo represente um nivel baixo de estresse precoce. O segundo tipo de manipulacao
consiste na separagdo repetida da ama, durante seis dias, para registro de peso (C6). Quando
comparados com os animais dos grupos que foram expostos ao primeiro tipo de manipulagao,
ratos adolescentes expostos a pesagem repetida exibiram redug¢ao nas medidas de ansiedade no
campo aberto, menos neofobia nas duas sessdes do teste de reconhecimento de objeto, aumento
da exploracdo direcionada na tabua de buracos e, exceto no labirinto em cruz elevado e nado
forcado, aumento da frequéncia de levantadas. Considerando que ratos adolescentes desse
grupos exibiram aumento da atividade exploratdria em alguns dos testes utilizados, sugere-se
que essa manipulagdo represente um nivel de estresse precoce de baixo a moderado. O terceiro
tipo de manipulagdo consistiu na separagao didria da ama durante seis dias para registro de peso
e administragao intraperitonial de solugdo veiculo (P6). Comparados com os animais expostos a
seis injegoes diarias de LPS, os ratos adolescentes do grupo P6 exibiram diminui¢ao nas
medidas relacionadas a ansiedade no labirinto em cruz elevado. Comparados com os animais

expostos aos dois tipos de manipulagdo descritos anteriormente, esses ratos exibiram
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diminui¢do das medidas de ansiedade no campo aberto e aumento da frequéncia de levantadas,
bem como aumento da locomoc¢ao na periferia desse aparato quando comparados com os
animais que receberam duas inje¢des de solucao veiculo. Comparados com os animais expostos
ao primeiro tipo de manipulacdo, esses animais exibiram menos neofobia no teste de
reconhecimento de objeto e aumento da frequéncia de levantadas. A partir dos efeitos
observados, sugere-se que essa manipulacao represente um nivel moderado de estresse precoce.

A manipulagdo repetida durante seis dias parece resultar na desinibi¢ao do
comportamento na adolescéncia, um efeito semelhante ao produzido pela administragdo de LPS
nos dias 3 e 5 de vida. No entanto, os resultados mostraram que unicamente os animais tratados
com duas inje¢des de LPS exibem aumento da locomog¢ao e diminui¢ao da ansiedade no
labirinto em cruz elevado, bem como indices de impulsividade no gradiente de aversao elevado.
Dessa forma, os efeitos da inoculacdo de LPS no inicio de vida podem ser diferenciados de
outros tipos de estresse precoce. No caso da inoculagdo prolongada de LPS, o efeito da infecgao
pode confundir-se com o efeito da exposi¢do a manipulagdes repetidas, como observado no
grupo controle desse experimento. Contudo, os resultados obtidos no teste de nado for¢ado
parecem indicar um efeito especifico da administracdo prolongada de LPS durante seis dias. Na
primeira sessdo desse teste, os animais expostos a manipulagdes diarias repetidas exibiram um
estilo ativo de lidar com a situacao de estresse, quando comparados com os animais que foram
manipulados nos dias 3 e 5 de vida. No entanto, diferente dos animais submetidos a
manipulacdes didrias repetidas, os ratos tratados com seis inje¢oes de LPS exibiram um estilo
passivo, aumentando o tempo de imobilidade. Quando re-expostos ao teste, esses mesmos
animais exibiram um estilo ativo, reduzindo o tempo de imobilidade.

Os resultados anteriores sugerem que eventos prolongados de estresse no inicio de vida
podem preparar os individuos para lidar melhor com situacdes repetidas de estresse a longo
prazo. O comportamento exibido pelos animais expostos a manipulagdes repetidas durante seis
dias parecem apoiar a idéia anterior. No labirinto em cruz elevado, o primeiro a ser realizado
dentre os testes da bateria, ndo se observaram muitas diferencas entre os seis grupos de animais
utilizados neste estudo. No entanto, a partir do segundo teste, o campo aberto, os animais dos
grupos manipulados de forma prolongada parecem mudar seu repertoério comportamental: de
um perfil inibido na sessao do labirinto em cruz elevado, passaram a exibir um perfil desinibido
no segundo teste.

Em comparag¢ao com o modelo de inoculagao de LPS nos dias 3 e 5 de vida, os
resultados da inoculagdo prolongada devem ser interpretados cautelosamente dada a

interferéncia de outros tipos de estresse precoce. Mas a relacdo entre inoculagdo prolongada no
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inicio de vida e estilos de enfrentamento do estresse na adolescéncia parece ser uma promissora

linha de pesquisa.

4. Discusséo geral

O perfil comportamental de ratos adolescentes tratados com LPS nos dias 3 e 5 de vida
caracterizou-se pelo aumento da atividade exploratoria em ambientes novos. Esses animais
exibiram pouca neofobia, aumentaram a locomogao, a exploracao de areas abertas, além da
exploracao de novos estimulos. No conjunto, esses resultados sugerem que a inoculagao de LPS,
nesse esquema de duas administragdes, resulta em um repertorio de comportamento impulsivo
em resposta a novidade. Os achados anteriores foram coerentes com resultados observados em
humanos e em animais com experiéncia de estresse precoce. Sabe-se por exemplo que a
reducdo do auto-controle € um dos principais comportamentos caracteristicos de
psicopatologias decorrentes de maus-tratos em criangas (Hildyard e Wolfe, 2002; Tarquis,
2006). Nessa mesma direcao, demonstrou-se que ratos adolescentes previamente submetidos a
separacdo materna eram propensos a exibir comportamentos impulsivos, incluindo a
incapacidade de esperar, e um aumento da reatividade a um novo ambiente (Marco et al., 2007).
Relacionado as evidencias anteriores, tem-se sugerido que eventos estressantes na infancia
podem levar ao comprometimento permanente dos processos inibitorios, governado
principalmente pelo cortex frontal, sobre a resposta do sistema limbico ao medo (Braquehais et
al., 2010). Embora diversos estudos tenham descrito efeitos duradouros da infec¢ao precoce
sobre o comportamento, relacionados principalmente a ansiedade e a locomogao (Spencer et al.,
2005; Walker et al., 2004; 2009), bem como ao comprometimento da memoria (Bilbo et al.,
2005; 2006), os dados apresentados no primeiro experimento constituem, até onde se sabe, uma
evidéncia inicial de fatores imunolédgicos associados ao comportamento impulsivo na

adolescéncia.

Os efeitos da inoculagdo prolongada de LPS durante os dias 2 a 7 de vida parecem
confundir-se com os efeitos do estresse precoce, produzidos pela manipulagao repetida.
Contudo, os resultados sugerem que ratos adolescentes expostos a uma inoculagdo prolongada
de LPS no inicio de vida exibem repertérios de comportamento que dependem da novidade do
ambiente. Quando expostos a situacdes totalmente novas, como o labirinto em cruz elevado e a
primeira sessdo do nado forgado, esses animais exibiram respectivamente, aumento das
medidas relacionadas com ansiedade e um estilo passivo de lidar com o estresse. Esse
repertorio comportamental mudou no campo aberto e na segunda sessdo do nado forcado, nas
quais os sujeitos exibiram diminui¢do das medidas relacionadas com ansiedade e um estilo
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ativo de lidar com o estresse. Na primeira sessao do nado forgado observou-se um aumento do
tempo de imobilidade, uma medida associada a sintomas depressivos (Porsolt, 1976).
Considerando que sintomas depressivos estao fortemente relacionados com a inflamagao
cronica (Dantzer et al., 2008), os resultados sugerem que uma inoculagdo prolongada de LPS
durante o inicio de vida pode aumentar a probabilidade de aparicao desses sintomas na
adolescéncia.

Os resultados dos experimentos anteriores mostraram que a inoculagao de LPS no inicio
de vida pode alterar o comportamento exploratorio de ratos adolescentes. Contudo, a
comparac¢do dos experimentos realizados sugere que o comportamento exploratorio parece
depender de (1) fatores presentes no inicio de vida como o tipo ¢ a intensidade do evento de
estresse precoce e (2) fatores presentes na adolescéncia como a re-exposicao a ambientes.
Expostos a novidade, ratos adolescentes testados no labirinto em cruz elevado exibiram
comportamentos relacionados a ansiedade que parecem corresponder a uma fungdo em U da
intensidade de estresse ao qual foram submetidos no inicio de vida. Sugere-se assim, que
eventos estressantes de baixa ou alta intensidade resultariam no aumento das medidas
relacionadas com ansiedade, enquanto eventos de intensidade moderada levariam a diminui¢ao
dessas medidas. Por outra parte, apOs a primeira experiéncia com um ambiente novo, ratos
adolescentes testados no campo aberto e nos testes consecutivos, exibiram comportamentos
relacionados a ansiedade e neofobia que parecem corresponder a uma fung¢ao linear da
intensidade do estresse precoce. Nesse caso, sugere-se que eventos estressantes de baixa
intensidade resultariam no aumento das medidas relacionadas com ansiedade, enquanto
eventos de intensidade moderada ¢ alta levariam a diminui¢ao dessas medidas.

Os resultados sugerem também que o estresse produzido pela inoculagdo precoce de
LPS resulta em respostas especificas a novidade. Por exemplo, apenas os animais tratados com
LPS nos dias 3 e 5 de vida exibiram aumento nas medidas relacionadas a impulsividade, além
de diminuicao nas medidas relacionadas a ansiedade na primeira exposi¢do a um ambiente
novo. Nessa mesma direcdo, o tratamento com LPS no inicio de vida, seja no paradigma de
duas administragdes seja no de inoculagao prolongada por seis dias, alterou o nimero de
levantadas pelos ratos adolescentes expostos aos testes de exploragao forcada. O
comportamento exploratorio de levantar-se pode servir como uma medida para diferenciar
perfis de alta ou baixa resposta a novidade (Pawlak e Schwarting, 2002; Thiel et al., 1999).
Ratos que exibem aumento de levantadas em resposta a novidade, diferenciam-se daqueles que
exibem poucas levantadas tanto na atividade dopaminérgica no estriado (Thiel et al., 1999),
quanto na atividade colinérgica no hipocampo (Thiel et al., 1998). Considerando que a

administracao de LPS induz um aumento de citocinas pro-inflamatdrias, que por sua vez podem
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afetar neurénios do hipocampo (Bauman et al., 1997; Bilbo et al., 2005), ¢ que a administragao
de LPS causa lesdes de neurdnios dopaminérgicos da substancia negra (Fan et al., 2005; 2008),
sugere-se que o aumento de levantadas em resposta a novidade por ratos adolescentes tratados
com LPS seja o resultado de alteragdes permanentes nessas estruturas.

Do ponto de vista do valor adaptativo, os resultados deste estudo indicam que as
condicdes as quais foram expostos os animais durante a primeira semana de vida parecem
prepara-los para lidar, na adolescéncia, com ambientes de condi¢des semelhantes. Filhotes que
foram manipulados de forma repetida parecem se habituarem melhor a novos ambientes na
adolescéncia. Em outras palavras, ¢ como se a exposicao precoce a eventos prolongados de
estresse determinasse repertorios comportamentais que permitissem lidar melhor, no futuro,
com a exposicao a situacdes prolongadas de estresse. O processo pelo qual os eventos da vida
precoce afetam permanentemente os sistemas fisioldgicos tem sido descrito como programagao
perinatal, um conceito baseado na ideia de que experiéncias durante o inicio de vida podem
modular o curso normal do desenvolvimento, tendo como resultado alteragcdes permanentes que
podem incluir o comportamento (Hodgson e Coe, 2006). Um exemplo importante dessa
programacao consiste na correlagio entre baixo peso ao nascer (devido a fome) e o risco de
obesidade em humanos adultos. Esse exemplo ¢ conhecido como a hipdtese do "fenotipo
poupador”, porque, na auséncia de calorias suficientes no ambiente fetal, o metabolismo
neonatal prepara ou "programa" o individuo para conservar calorias, mesmo na idade adulta
(Hales e Barker, 1992). No entanto, o excesso de alimentos com que o individuo se depara
posteriormente, torna essa programacao nao-adaptativa. Outro exemplo corresponde a
"hipotese da higiene", uma forma de explicar o aumento da incidéncia de asma, alergias e
outras doengas auto-imunes em paises desenvolvidos. A hipdtese parte da ideia de que um
ambiente muito estéril no inicio de vida ndo fornece suficiente informagao para o sistema
imunoldgico, com o consequente excesso de reagcdes imunoldgicas na vida adulta (para uma
revisao, ver, Sironi e Clerice, 2010). Os resultados obtidos parecem indicar que eventos de
estresse no inicio de vida, relacionados com fatores imunolégicos, podem programar o
comportamento exploratério. Considerando que em ratos adolescentes, um perfil de
comportamento impulsivo em resposta a novidade pode ter como consequéncia, de um lado,
uma maior exposicao a perigos (predadores, venenos etc) e, de outro, facilitar um perfil de rato
alfa (baixa neofobia na exploragdo de novos ambientes, disputa de hierarquia), os resultados
parecem indicar que esse repertorio de comportamentos possa estar associado a um padrao de
respostas do sistema imunologico que garanta a sobrevivéncia dos individuos que exibem esse
perfil comportamental.

Em conclusao, o estudo destaca a importancia da experiéncia precoce com organismos
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infecciosos e a sua contribuicdo na elaboragdo de respostas adaptativas a novidade. Estudos
futuros sdo necessario para entender melhor os mecanismos subjacentes a relagao bidirecional

entre sistema imunoldgico e programag¢do do comportamento.
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6. Anexo

Esbogo um manuscrito a ser vertido para o inglés e submetido a publicagdo a revista Journal of

Neuroscience Methods, com autoria de J. L. R. Rico e S. Morato.

Gradiente de averséo elevado: um novo modelo animal para

0 estudo do comportamento impulsivo

Introducgéo

Diversos estudos sugerem que a impulsividade ¢ um conceito multidimensional
caracterizado principalmente pela desinibi¢ao do comportamento e a escolha impulsiva
(Evenden, 1999a; Swann et al., 2002; Castellanos ¢ Tannock, 2002; Franken e Muris, 2006;
Reynolds et al., 2006; Winstanley et al., 2006). Outros estudos sugerem que a impulsividade
reflete uma elevada procura da novidade e a tendéncia de assumir riscos (Eysenck e Eysenck,
1977; Eysenck et al., 1985; Cloninger et al., 1993; Romer D, 2010). Essas dimensdes da
impulsividade tem um papel essencial no abuso e dependéncia de drogas (Jentsch JD, 2008;
Perry e Carrol, 2008; Groman et al., 2009) e no déficit de aten¢do e hiperatividade (Groman et
al., 2009; Tripp eWickens, 2009; Purper-Ouakil et al., 2010).

Diversos modelos relacionados a escolha impulsiva e inibigdo do comportamento tem
sido utilizados para avaliar impulsividade em humanos e animais de laboratorio (Winstanley et
al., 2006; Perry e Carrol, 2008; Verbruggen e Logan, 2009). Em modelos animais, esse tipo de
avaliacdo requer o treino prévio dos sujeitos em tarefas de comportamento operante como o
atraso de reforco e tempos de reacao (Monterosso e Ainslie, 1999; Evenden, 1999b; Evenden e
Ko, 2005; Winstanley et al., 2006). Outros componentes da impulsividade como a busca de
novidade e a tendéncia de assumir riscos tem sido medidos utilizando-se modelos de
exploragdo for¢ada. Por exemplo, em ratos expostos a um campo aberto, a exploragdo de um
objeto novo foi utilizada como parametro de impulsividade (Stansfield e Kirstein, 2006). Além
disso, modelos animais que permitem avaliar ansiedade tém sido utilizados para a obtencao de
indices de impulsividade (Colorado et al., 2006; Spivey et al., 2009; Pothakos et al., 2010). O
campo aberto, o labirinto em cruz elevado e a caixa claro-escuro sdo alguns desses modelos
(Lister, 1990; Carobrez e Bertoglio, 2005; Ramos, 2008; Ramos et al., 2008) e caracterizam-se
pelo contraste entre um local relativamente seguro e outro menos seguro. Os indices de
impulsividade obtidos a partir desses testes relacionam-se a exploragao do local menos
protegido desses aparatos, o que representaria uma medida de exposigao a riscos (Colorado et

al., 2006; Spivey et al., 2009; Pothakos et al., 2010).
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A utiliza¢ao de modelos de exploragdo forgcada para a obtencao de indices de
impulsividade tem algumas vantagens metodoldgicas. Como esses testes nao exigem sessoes
prévias de treino em tarefas operantes, as medidas de impulsividade ndo estdo diretamente
relacionadas a aprendizagem. Nesse mesmo sentido, considerando-se a menor demanda de
tempo desses procedimentos, medidas de impulsividade podem ser obtidas durante etapas
cruciais e curtas do desenvolvimento, como a adolescéncia, um periodo critico para o inicio do
uso e dependéncia de drogas (Stansfield e Kirstein, 2006). Contudo, nos paradigmas de
exploragdo forcada, os animais sdo geralmente expostos a mais de um teste comportamental
(Colorado et al., 2006; Spivey et al., 2009; Pothakos et al., 2010) e esse procedimento pode
afetar a sua resposta emocional devido a experiéncia prévia dos outros testes, intervalo de
tempo entre testes e manuseio (Ramos et al., 2008; Ramos, 2008). Por essa razao torna-se
importante elaborar e validar novos modelos que permitam avaliar o comportamento impulsivo
em uma Unica sessao. Neste trabalho se elaborou e validou um modelo 1til para o estudo

experimental do comportamento impulsivo.

Método

Sujeitos. Foram utilizados ratos machos de uma deriva¢ao Wistar (220+20 g) provenientes do
Biotério Central da Universidade de Sdo Paulo em Ribeirdo Preto submetidos a um periodo de
habituacdo de 72 horas no biotério local. Os ratos foram alojados em caixas de polipropileno
(seis por caixa de 40 x 34 x 17 cm), sob um ciclo claro-escuro de 12:12-h (luzes acesas as 07:00
h), temperatura mantida entre 24 e 27°C, com livre acesso a comida e agua. Os testes

comportamentais foram realizados entre 08:00 ¢ 12:00 h.

Equipamento (Gradiente de averso elevado - EAG). A construgao do aparato —gradiente de
aversao elevado — (Fig. 1) foi inspirada no labirinto em cruz elevado e na caixa claro-escuro.
No entanto, diferente desses testes de ansiedade, o aparato apresentou o formato de uma pista
com trés compartimentos dispostos de forma gradualmente aversiva segundo a exploracao do
animal fora de uma area segura. Uma pista de féormica de 210 cm de comprimento e 20 cm de
largura, foi dividida em trés areas de 70 cm de cumprimento e elevada a 40 cm do piso. Os
primeiros 70 cm da pista consistiram em um compartimento completamente fechado,
semelhante a um tinel, com piso de formica preta, duas paredes laterais com 25 cm de altura
feitas de formica preta com uma porta de guilhotina (20 x 25 cm) na extremidade e cobertura de
acrilico vermelho transparente. O acrilico, a0 mesmo tempo em que barrou a luz visivel ao rato,

permitiu ainda a observacao dos comportamentos do animal. Na parte oposta a porta de
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guilhotina, uma abertura comunicava o tinel com os 70 cm seguintes da pista, que consistiram
em um compartimento semelhante ao brago fechado de um labirinto em cruz elevado: piso de
formica preta opaca fechado por duas paredes laterais (60 cm de altura) também de férmica
preta opaca. Esse compartimento ndo tinha cobertura na parte superior. A tltima parte da pista
era semelhante a um brago aberto de labirinto em cruz elevado e consistiu de uma plataforma
com piso de férmica branca opaca cercada por trés bordas de acrilico branco de 1 cm de altura.
Uma lampada incandescente de 60 W forneceu claridade a sala de testes e permitiu uma
intensidade (medida no centro de cada particao) de 2 lux no tunel, 20 lux no braco fechado e 35

lux no braco aberto.

Tanel (2 Ilux) Brago fechado (20 lux) Braco aberto (35 lux)
™M T2 T3 T4 T5 F F2 F3 F4 F5 A1 A2 A3 A4 A5

I
14 cm

20cm

Fig. 1. Diagrama do gradiente de aversdo elevado com as divisBes usadas para o registro. Vista
superior.

Procedimento. Cada animal foi colocado na extremidade do tunel e teve trés minutos para
explorar o aparato livremente. Ap6s cada teste, o aparato foi limpo com uma solugao de 5% de
etanol e seco com papel toalha. As sessdes experimentais foram gravadas por uma camera
montada verticalmente acima do aparato e acoplada a um computador em uma sala adjacente &
sala de teste. Para registrar os deslocamentos e outros comportamentos, a imagem do piso do
aparelho foi dividida em 15 sec¢des (14 x 20 cm) proporcionais as dimensdes reais do aparato
em uma transparéncia colocada sobre o monitor. Uma entrada foi registrada sempre que o
animal colocava ambas as patas traseiras em uma se¢do. Os deslocamentos e comportamentos
foram registrados com o uso de um software elaborado no nosso laboratorio para esse fim (O

software pode ser descarregado livremente no site http://scotty.ffclrp.usp.br/X-Plo-Rat.html).

Comportamento exploratério em um estudo-piloto. Um estudo inicial foi realizado para se
obter uma visdo geral da resposta emocional dos animais expostos ao aparelho, bem como para
determinar os parametros de sessdo mais adequados para a realizacao do teste. Inicialmente, por
desconhecer o comportamento dos ratos nesse aparelho, 10 sujeitos foram expostos a sessoes de
240 minutos. Apds a observacao de que os sujeitos gastavam as trés horas finais adormecidos

dentro do tunel, decidiu-se registrar os comportamentos ocorridos apenas na primeira hora do
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teste. Foi registrado o nimero de transigdes do tinel para o brago fechado e deste para o braco
aberto. Finalmente, com finalidade de comparagao, esses 60 minutos foram divididos em trés
intervalos de tempo, com base na observacao assistematica das gravagdes: (1) os primeiros 3
minutos da sessdo, e os intervalos compreendendo (2) do quarto ao décimo quinto minuto e (3)
décimo sexto até o final da sessdo. Foram somente consideradas as transi¢cdes no sentido do

tunel para o braco fechado e do brago fechado para o aberto.

Tratamento farmacoldgico. Considerando o efeito das drogas gabaérgicas sobre
comportamentos relacionados a ansiedade (Rodgers, 1997; Chaouloff et al., 1997; Carobrez e
Bertoglio, 2005; Ramos et al., 2008), bem como das drogas monoaminérgicas sobre
comportamentos relacionados a impulsividade (Evenden, 1998; 1999b; Eveden e Ko, 2005;
Davids et al. 2003), neste estudo investigou-se o efeito das drogas gabaérgicas clordiazepdxido
e o pentilenotetrazol, assim como das drogas monoaminérgicas apomorfina e imipramina,
sobre o comportamento de ratos expostos ao gradiente de aversdo elevado. Durante 3 minutos,
os animais foram expostos ao teste sendo tratados 30 min antes com 0, 5 ¢ 10 mg/kg de
clordiazepoxido (DEG, Brasil), cinco min antes com 0, 10 e 20 mg/kg de pentilenotetrazol
(Sigma, EUA), quinze min antes com 0, 0,5 ¢ 1 mg/kg de hidrocloreto de apomorfina (Sigma,
EUA) e 30 min antes com as dose de 0, 8 e 16 mg/kg de cloridrato de imipramina (Liane
Manipulagao, Brasil), administrada de forma aguda e cronica. Os animais submetidos ao
tratamento cronico, receberam injecoes 1.p. didrias de imipramina (16 mg/kg) durante 20 dias, e
no dia seguinte receberam a ultima injecao 30 minutos antes do teste. Exceto o clordiazepoxido,
que foi dissolvido em agua destilada contendo uma gota de Tween 20, as outras drogas foram
dissolvidas em salina (0,9%). Todas as drogas foram administradas em um volume de 1ml/kg.
Os animais dos grupos controle receberam um volume similar das solug¢des veiculo descritas

antes.

Analises estatistica. Os dados (média + EPM) do comportamento exploratdrio no estudo-piloto
foram analisados através do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, comparando os trés
intervalos de tempo em que foi dividida a sessao.

Para validacao do aparato, foram observados os efeitos das drogas descritas
anteriormente. Porém, antes de se analisar os dados farmacologicos, um maior nimero de
sujeitos, que serviram de controles, teve seus dados submetidos a duas analises fatoriais, para se
obter uma visao mais abrangente das dimensdes comportamentais que o teste poderia estar
avaliando. Para tanto, foram registradas as seguintes medidas: tempo gasto em cada uma das

quinze sec¢des em que foi dividida a pista, nimero de entradas no braco fechado e no braco
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aberto, laténcia de entrada no brago aberto, distancia total percorrida e a frequéncia de
levantar-se nas patas traseiras. A primeira analise fatorial foi realizada a partir das medidas de
tempo gasto em cada uma das 15 se¢des em que foi dividida a pista. Os tempos nas areas que
correlacionaram com os fatores obtidos na primeira analise fatorial fizeram parte da segunda
analise, que incluiu também as medidas comportamentais registradas.

Cada analise fatorial foi realizada através do método de componentes principais seguida
de uma rotagdo ortogonal Varimax. Foram considerados unicamente os fatores com autovalores
superiores a 1 e as cargas para cada fator superiores a 0,4. Somente ap0s as analises fatoriais foi
que os efeitos dos diferentes farmacos utilizados foram analisados, utilizando as medidas
comportamentais representativas de cada um dos fatores encontrado na analise. Os dados do
tratamento farmacologico foram analisados com anélise de variancia (ANOVA). Quando os
dados ndo mostravam um critério de normalidade, analisaram-se através dos testes ndo
paramétricos de Kruskal-Wallis e de Mann-Whitney. Sempre que apropriado, foi utilizado o
teste post-hoc de Student-Newman-Keuls. Em todos os casos, valores de P iguais ou inferiores

a 0,05 foram considerados significativos.

Resultados

Comportamento exploratério no estudo-piloto. A Figura 2 resume o comportamento
exploratdrio de animais durante uma hora de sessdo. O teste de Kruskal-Wallis mostrou
diferengas significativas entre os intervalos de tempo em que foi dividida a sessdo, tanto na
frequéncia de entradas no brago fechado (Hp2j = 18,10, P <0,001) quanto na frequéncia de
entradas no brago aberto (Hpz2; = 8,923, P =0,012). As comparagdes post-hoc indicaram que os
animais realizaram mais entradas no braco fechado e no braco aberto durante os trés primeiros

minutos quando comparado com os 12 minutos seguintes e com os ultimos 45 minutos da

sessao.
O Braco fechado B Braco aberto
0 4 -
z %
S T
s 3 Figura 2. Exploracéo fora do tanel
() ~
'g 2 durante uma hora de sessao.
g _ .
@ 1- * * Diferente dos outros intervalos de
g i tempo (Student-Newman-Keuls).
. 0/ ——— ——
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Tabela 1. Analise de componentes principais com rota¢do ortogonal Varimax das
medidas de tempo gasto em cada uma das 15 sec¢des em que foi dividida a pista.

Fatores

Parametros 1 2 3 4 5

Tunel
T1 -0,466 -0,683
T2 -0,821
T3 0,789
T4 0,736
T5 -0,931

Braco fechado

F1 0,555 0,442
F2 0,741
F3 0,724
F4 0,788
F5 0,783

Braco aberto

Al 0,416
A2 0,737
A3 0,764
A4 0,799
A5 0,825

% Variancia 25,47 14,58 11,12 10,07 7,22

Analise fatorial. A Tabela 1 resume os resultados da primeira analise de componentes
principais, realizada a partir das medidas de tempo gasto em cada uma das 15 se¢des em que foi
dividida a pista. Apds uma rotagao ortogonal Varimax emergiram cinco fatores representando o
68,45% da variancia. Os primeiros dois fatores, que representaram 40,04% da variancia, eram
relacionados, respectivamente, as medidas de tempo gasto no braco fechado e no brago aberto.
As medidas de tempo gasto em se¢des do tiinel contribuiram para a emergéncia dos ultimos trés
fatores. O tempo de permanéncia nas cinco se¢des do braco fechado correlacionou-se de forma
positiva com o primeiro fator, enquanto o tempo na extremidade do tinel (T1) correlacionou de
forma negativa. O segundo fator relacionou-se unicamente ao tempo de permanéncia nas
segoes do braco aberto. O tempo na extremidade do tinel (T1) e na se¢do seguinte (T2)
correlacionaram-se de forma negativa com o fator 3 e 4 respectivamente. Finalmente, o fator
cinco foi representado pelo tempo na area de transi¢do do tinel para o brago fechado. A partir

dessa primeira andlise foi possivel identificar quatro areas importantes do gradiente de aversao
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elevado: (1) a extremidade do tunel (T1 e T2), (2) a secao de transi¢ao entre o tinel e brago
fechado (T5), (3) as cinco sec¢des do brago fechado (F1 a F5) e (4) as cinco segdes do braco
aberto (de Al a AS).

A Figura 3 ilustra o tempo de permanéncia nas quatro areas do aparato, obtidas apds a
analise de componentes principais. O teste Kruskal-Wallis mostrou diferencas significativas no
tempo gasto nessas areas da pista (Hp2j = 192,271, P =<0,001). As comparagdes post-hoc
mostraram que o tempo de permanéncia no braco aberto foi reduzido quando comparado com o
tempo gasto pelos animais nas outras trés areas da pista. Além disso, quando comparado com o
tempo na extremidade do tinel (T1-T2), o tempo gasto na area de transi¢ao tunel-fechado (TS5)
e no brago fechado foi menor.

A Tabela 2 resume os resultados da segunda analise fatorial. Além dos tempos nas
quatro areas identificadas na primeira analise fatorial, a segunda anélise incluiu o numero de
entradas no bracgo fechado e no brago aberto, laténcia de entrada no brago aberto, distancia total
percorrida e a frequéncia de levantamentos. Apds a rotagdo ortogonal Varimax emergiram 3
fatores representando o 79,31% da variancia. O primeiro fator era relacionado as medidas de
exploragdo do brago fechado, a distancia percorrida e ao tempo gasto na extremidade do tinel.
As medidas de exploracao do braco aberto correlacionaram com o segundo fator, enquanto o
tempo na se¢do de transi¢do tinel/brago fechado, a frequéncia de levantamentos e o tempo na

extremidade do tinel representaram o fator 3.

Tratamento farmacologico. A Figura 4 mostra o efeito de drogas gabaérgicas e
monoaminérgicas sobre as medidas comportamentais relacionadas ao primeiro fator. A parte
superior ilustra o tempo gasto na extremidade do tlnel, a parte central mostra a exploragdo do

brago fechado e a parte inferior ilustra a distancia total percorrida na pista. A ANOVA mostrou
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Tabela 2. Analise de componentes principais com rota¢do ortogonal Varimax do
tempo gasto nas quatro areas principais do aparato e dos comportamentos

registrados.

Fatores

Parametros 1 2 3

Tunel

Tempo na extremidade T1 e T2 (s) -0.619 0,659
Tempo na area de transicéo T5 (S) -0,898

Braco fechado

Tempo gasto F1 a F5 (s) 0,904
Numero de entradas 0,893

Brago aberto

Tempo gasto Al a A5 (S) 0,885
Numero de entradas 0,945
Laténcia de entrada (s) -0.938

Outros comportamentos

Distancia total percorrida (m) 0,851
Freguéncia de levantamentos 0.479

% variancia total explicada 45,20 19,94 14,16

diferencas devido ao tratamento com PTZ no ntimero de entradas no brago fechado (Fi2,291 =
5.725, P =0,008) e na distancia total percorrida (F2,291 = 7.293, P = 0,003). As comparagoes
post-hoc indicaram que os animais tratados com a dose de 20 mg/kg de PTZ reduziram o
nimero de entradas e percorreram menores distdncias quando comparados com os animais
tratados com 0 e 10 mg/kg dessa droga. Nao foram observadas diferencas devido ao tratamento
com PTZ no tempo gasto no brago fechado (Hp2; = 5.127, P = 0.077) nem no tempo gasto na
extremidade do tunel (F2291 = 1.268, P = 0,298). A ANOVA também mostrou diferengas
devido ao tratamento com CDP no tempo gasto (F[2,291 = 4.420, P = 0,022) € no numero de
entradas no braco fechado (Hj21= 7,329, P =0,026), bem como na distancia total percorrida (Hj2;
=7,301, P=0,026). As comparagdes post-hoc indicaram que os animais tratados com a dose de
5 e 10 mg/kg de CDP entraram mais frequentemente no brago fechado e nele percorreram
maiores distancias, quando comparados com os animais do grupo controle. Ainda em
comparac¢ao com os animais do grupo controle, os animais tratados com a dose de 10 mg/kg
dessa droga passaram mais tempo no braco fechado. Finalmente, a ANOV A mostrou diferengas
devido ao tratamento com APO nas quatro medidas do primeiro fator: tempo na extremidade do

tunel (Fp2,201= 5,115, P =0,013), tempo gasto (F[2,2091 = 9,854, P =<0,001) e numero de entradas
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Figura 4. Efeito de drogas gabaérgicas e monoaminérgicas sobre
as medidas relacionadas ao primeiro fator.

*, Diferente de 0 mg/ml; **, Diferente de todos os grupos (Student-Newman-Keuls).

no brago fechado (Hp2; = 7,329, P = 0,026) e distancia total percorrida (F[2,291 = 11,800, P
<0,001). As comparagdes post-hoc indicaram que, comparados com os animais dos grupos
tratados com a dose de 0 e 0,5 mg/kg, os ratos tratados com a dose de 1 mg/kg de APO
permaneceram menos tempo na extremidade do tinel e mais tempo no braco fechado, além de
aumentarem a frequéncia de entradas nesse compartimento. As comparagdes post-hoc

indicaram também que, comparados com os animais dos grupos tratados com a dose de 0 e
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1 mg/kg, os ratos tratados com a dose de 0,5 mg/kg de APO percorreram menores distancias na
pista. Nao foram observadas diferencas devido ao tratamento com imipramina em nenhuma das
medidas relacionadas ao primeiro fator.

A Figura 5 mostra o efeito de drogas gabaérgicas e monoaminérgicas sobre os
comportamentos relacionados ao segundo fator: a exploragdo do brago aberto. A parte superior

ilustra o tempo gasto, a parte central mostra o numero de entradas e a parte inferior ilustra a
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Figura 5. Efeito de drogas gabaérgicas e monoaminérgicas sobre as
medidas relacionadas ao segundo fator: exploracéo do bracgo aberto.

* Diferente de 0 mg/ml; **, Diferente de todos os grupos (Student-Newman-Keuls).
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laténcia da primeira entrada nesse brago. O teste de Kruskal-Wallis mostrou diferencas devidas
ao tratamento com CDP no tempo gasto (Hpz;1 = 12,099, P = 0,002), nimero de entradas (Hp21 =
12,028, P =0,002) e na laténcia de entrada no braco aberto (Hj21 = 16,031, P <0,001). As
comparagoes post-hoc indicaram que, comparados com os animais dos grupos tratados com 0 e
5 mg/kg, os ratos tratados com 10 mg/kg de CDP entraram mais vezes € permaneceram mais
tempo no brago aberto, além de levarem menos tempo para efetuar a primeira entrada nessa area.
O teste de Kruskal-Wallis também mostrou diferencas devidas ao tratamento com APO nas trés
medidas do segundo fator: tempo gasto (Hj2; = 17,105, P <0,001), nimero de entradas (H2) =
13,727 P =0,001) e laténcia de entrada no brago aberto (Hp2; = 11,843 P =0.003). As
comparagoes post-hoc indicaram que, comparados com os animais dos grupos tratados com 0 e
0,5 mg/kg, os ratos tratados com 1 mg/kg de APO entraram mais vezes € permaneceram mais
tempo no brago aberto, além de gastarem menos tempo para entrar pela primeira vez nesse local.
As comparagdes post-hoc indicaram também que, comparados com os animais dos grupos
tratados com 0 e 1 mg/kg, os ratos tratados com 0,5 mg/kg de APO ndo realizaram nenhuma
entrada no braco aberto, estabelecendo assim uma laténcia de entrada nessa area igual ao tempo
da sessdo. A ANOVA mostrou diferengas devido ao tratamento agudo com imipramina no
tempo gasto (Hp21 = 9,480, P = 0,009), nimero de entradas (Hp2) = 8,083 P =0,018) e laténcia de
entrada (Fp2.201 = 4,473, P = 0,021). As comparagdes post-hoc indicaram que, comparados com
os animais do grupo controle, os ratos tratados com 8 e 16 mg/kg de imipramina permaneceram
mais tempo e entraram mais vezes no braco aberto, além de gastarem menos tempo para efetuar
a primeira entrada nesse local. Ainda, os animais tratados com 16 mg/kg de imipramina
permaneceram mais tempo no brago aberto quando comparados com os animais tratados com 8
mg/kg dessa droga. Finalmente, o teste de Mann-Whitney mostrou diferengas devidas ao
tratamento cronico com imipramina na exploragdo do brago aberto. Comparados com os
animais do grupo controle, os ratos tratados de forma cronica com 16 mg/kg de imipramina
permaneceram mais tempo (U = 85,000, P = 0,006), entraram mais vezes (U = 81,500, P =
0,013) e levaram menos tempo para efetuar a primeira entrada nesse local (tf1s] = 2,605, P =
0,018). Nao foram observadas diferencas devido ao tratamento com PTZ nas medidas
relacionadas ao segundo fator.

A Figura 6 mostra o efeito de drogas gabaérgicas e monoaminérgicas sobre as medidas
comportamentais relacionadas ao terceiro fator. A ANOVA mostrou diferengas devidas ao
tratamento com PTZ na frequéncia de levantadas (Hi2) = 16,099, P <0,001) e as comparacdes
post-hoc indicaram que os animais tratados com 20 mg/kg reduziram a frequéncia de

levantadas quando comparados com os animais dos grupos tratados com 0 ¢ 10 mg/kg
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dessa droga. Os animais tratado com 10 mg/kg também reduziram a frequéncia desse
comportamento quando comparados com os animais do grupo controle. A ANOVA também
mostrou diferencas devidas ao tratamento com CDP na frequéncia de levantadas (Fj2,2091 = 3,878,
P =0,033) ¢ as comparagdes post-hoc indicaram que os animais tratados com 5 ¢ 10 mg/kg
reduziram o niumero de levantadas quando comparados com os animais do grupo controle. Nao
foram observadas diferencas no tempo gasto na area de transi¢ao tinel-brago fechado devido ao
tratamento com PTZ (F[2,201= 0,212, P = 0,81) nem com CDP (F[2,291 = 2,730, P = 0,083).
Finalmente, a ANOV A mostrou diferengas devidas ao tratamento com APO no tempo gasto na
area de transi¢do tinel/braco fechado (Fp2,291 = 5,308, P = 0,011) e na frequéncia de levantadas
(Hp21=12,185, P=0,002). As comparagoes post-hoc indicaram que os animais tratados com 0,5
e 1 mg/kg reduziram o tempo gasto nessa area de transi¢do quando comparados com os animais
do grupo controle, € que os animais tratados com 0,5 mg/kg reduziram a frequéncia de
levantadas quando comparados com os ratos tratados com 0 ¢ 1 mg/kg dessa droga. Nao foram
observadas diferencas devidas ao tratamento com imipramina em nenhuma das medidas

relacionadas ao terceiro fator.
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Discussao

Os resultados sugerem que o Gradiente de Aversao Elevado ¢ um modelo util para o
estudo experimental do comportamento impulsivo em animais expostos a um ambiente novo. O
estudo piloto permitiu constatar que a maior parte da atividade exploratoria dos animais
expostos a esse teste ocorre nos primeiros trés minutos da sessdo. Apos esse periodo, os animais
ndo exibem entradas no brago aberto e reduzem a exploracao do brago fechado, confirmando
assim a utilidade do teste para se obter indices de impulsividade em sessdes de curto tempo.

Os dados da primeira analise fatorial mostraram quatro areas importantes, das quinze
seccoes em que foi dividida a pista. O primeiro fator integrou as cinco secgdes do braco fechado
e o segundo fator agrupou as cinco secgdes do braco aberto. Esses resultados sugerem que o
tempo de permanéncia em cada um desses bragos podem constituir dimensoes
comportamentais diferentes. Ao contrario do observado nas areas iluminadas do aparato, o
tempo gasto dentro do tunel mostrou uma distribui¢do em trés fatores, e o tempo na area de
transicao entre o tunel e o brago fechado (T5), deu origem a um tunico fator. Considerando que
a extremidade fechada do tinel (T1) ¢é a Gnica sec¢ao da pista protegida por cinco paredes,
sugere-se que esse lugar, junto a secc¢ao seguinte (T2), representem uma area de relativa
seguranga para os animais. Além disso, o tempo gasto em T1 e T2 correlacionou-se de forma
negativa com o tempo de permanéncia em areas afastadas dessa extremidade fechada do tunel.
De forma geral, as medidas de explorag@o do tiinel foram analisadas como o tempo de
permanéncia na area de seguranga (T1 e T2) e na area de transi¢ao (T5). Os resultados
mostraram que 0s animais permaneceram a maior parte do tempo da sessao na area de
seguranga € que o tempo de permanéncia no brago aberto foi quase nulo.

Uma vez determinadas as principais areas onde os animais permanecem durante a
sessdo, uma segunda andlise fatorial foi realizada para tentar observar a relacdo de outros
comportamentos exploratdrios com o tempo gasto nesses locais. Dos trés fatores que
emergiram, o primeiro integrou medidas de exploracdo do brago fechado, de locomogao e de
permanéncia na area de seguranca. Semelhante ao primeiro, o terceiro fator relacionou a
medida de permanéncia na area de seguranca (T1 e T2) com o tempo na area de transi¢ao (T5) e
com o nimero de levantadas. Diferente dos anteriores, o segundo fator mostrou ser uma
dimensao caracteristica da explorag¢do do brago aberto. As correlacdes, tanto positivas quanto
negativas dos comportamento com seu fator, forneceram uma aproximacao sobre as possiveis
dimensdes que o teste poderia avaliar. O tempo de permanéncia na area de seguranga
correlacionou de forma negativa, enquanto a exploracao do braco fechado e a distancia

percorrida correlacionaram de forma positiva com o primeiro fator. Em outras palavras, nesse
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fator indica-se que os animais que realizaram uma exploragao maior do brago fechado, ao
mesmo tempo aumentaram a locomogao e gastaram menos tempo na extremidade do tinel.
Considerando essas condigdes, € provavel que o primeiro fator corresponda a uma medida
relacionada a ansiedade, mas que depende do comportamento motor. De forma semelhante, no
terceiro fator indica-se que os animais que permaneceram mais tempo na secc¢ao de transicao
(TS), por sua vez, gastaram menos tempo na area de seguranga e realizaram menos levantadas.
A partir dessas caracteristicas, € provavel que o terceiro fator corresponda a uma medida de
avaliacdo de risco: uma medida relacionada a ansiedade, mas que ndo depende dos
deslocamentos nem da exploracdo fora do tinel. Diferente dos fatores anteriores, o segundo
fator ndo se correlacionou com medidas de exploracao do tinel, do braco fechado nem
locomogdo. O tempo gasto e o nimero de entradas no brago aberto correlacionaram de forma
positiva, enquanto que a laténcia de entrada nessa area correlacionou de forma negativa com o
segundo fator. Em outras palavras, nesse fator indica-se uma rapida tomada de decisdo no
momento de avangar para o brago aberto, acompanhado do aumento da exposi¢cdo ao risco. As
condicdes anteriores permitem inferir que o segundo fator pode ser uma dimensao relacionada
ao comportamento impulsivo.

No conjunto, os trés fatores parecem mostrar repertorios de comportamentos
relacionados ao grau de aversdao encontrados no aparato. De forma gradualmente aversiva, o
primeiro repertdrio consistiria nos comportamento observados no terceiro fator: os animais
conseguem sair da area de seguranga, no entanto, permanecem na seccao de transi¢cao durante
um tempo antes de sair ao brago fechado. O segundo repertorio consistiria nos comportamentos
relacionados ao primeiro fator: os animais aumentam locomog¢ao, exploram o braco fechado
sem aumentar a exploracao do brago aberto. Finalmente, um repertorio impulsivo estaria
representado nos comportamentos do segundo fator: os animais entram no braco fechado sem
realizar uma avaliacdo prévia e alcancam rapidamente o brago aberto permanecendo algum
tempo nele. O aumento no niimero de entradas nesse brago permite constatar que, embora
adquirindo informagao das caracteristicas aversivas desse local, os animais expdem-se
novamente ao risco.

Uma vez analisadas as possiveis dimensdes comportamentais do Gradiente de Aversdo
Elevado, foram estudados os efeitos de drogas gabaérgicas e monoaminérgicas sobre as
medidas comportamentais relacionadas aos trés fatores. As drogas gabaérgicas mostraram
efeitos sobre as medidas relacionadas ao primeiro e ao terceiro fator, enquanto as drogas
monoaminérgicas tiveram efeitos claros sobre as medidas relacionadas ao segundo fator. O

tratamento com drogas gabaérgicas pareceu comprometer a locomog¢ao dos animais.
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Comparados com os animais do grupo controle, os ratos tratados com PTZ diminuiram o
numero de cruzamentos, de levantadas e a exploragao fora do tinel. Os ratos tratados com CDP
aumentaram o numero de cruzamentos, a exploragao do braco fechado e diminuiram o nimero
de levantadas. Apenas o tratamento com a dose alta de CDP teve efeito sobre as medidas de
exploracdo do brago aberto. O tratamento com drogas monoaminérgicas aumentou a
exploragdo do brago aberto sem produzir alteragdes claras no comportamento motor.
Comparados com os animais do grupo controle, os ratos tratados com apomorfina aumentaram
a exploracdo tanto do brago fechado quanto do brago aberto e permaneceram menos tempo na
area de seguranca e na seccao de transicdo (T5). O tratamento com imipramina teve um efeito
seletivo para a exploragdo do brago aberto. Diferente da apomorfina, ndo foram observadas
diferengas devidas ao tratamento com imipramina na exploragdo do brago fechado. De forma
geral, os animais tratados com drogas monoaminérgicas parecem realizar uma rapida tomada
de decisao no momento de avangar para o braco aberto, reduzindo assim a laténcia de entrada
nessa area.

Os dados farmacoldgicos sugerem maiores evidéncias sobre a possibilidade de que os
fatores 1 e 3 estejam relacionados a comportamentos de ansiedade, e que as medidas de
exploragdo do braco aberto estejam associadas a indices de impulsividade. Em animais
expostos ao labirinto em cruz elevado, um teste amplamente utilizado nos estudos de ansiedade,
a benzodiazepina clordiazepoxido € conhecida por produzir um efeito ansiolitico (Carobrez e
Bertoglio, 2005), enquanto o pentilenotetrazol, um antagonista de receptores GABA, produz
um efeito ansiogénico (Cruz et al., 1994). No mesmo modelo, o agonista dopaminérgico
apomorfina produz um aumento da exploragdo dos bragos abertos (Garcia et al., 2005),
enquanto o tratamento agudo e subcronico com o antidepressivo triciclico imipramina, um
inibidor da recaptacao de noradrenalina e serotonina, ndo tem mostrado efeitos ansioliticos
(Cole e Rodgers, 1995). Como observado nos estudos que utilizam o labirinto em cruz elevado,
no Gradiente de Aversao Elevado nao foram observadas diferencas devido ao tratamento com
imipramina, administrada de forma aguda ou crénica, em nenhuma das medidas relacionadas
aos fatores de ansiedade. No entanto, os efeitos desse antidepressivo foram evidentes sobre as
medidas relacionadas a impulsividade. Os resultados observados no Gradiente de Aversao
Elevado foram coerentes com outros estudos que, utilizando modelos de comportamento
operante, demostraram o efeito de drogas monoaminérgicas sobre o comportamento impulsivo
(Evenden, 1998; 1999b; Eveden e Ko, 2005; Davids et al., 2003).

Em conclusdo, os dados sugerem que os comportamentos relacionados a exploracao do

braco aberto do Gradiente de Aversao Elevado podem ser utilizados como medidas de
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impulsividade. O aumento da exploragdo dessa area foi sensivel a drogas monoaminégicas sem
observar-se alteragdo da locomocao. Como nesse aparato, as medidas relacionadas a ansiedade
parecem depender do comportamento motor, sugere-se o uso conjunto de modelos de

ansiedade.
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