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RESUMO

O transtorno do espectro autista (TEA) ¢ um transtorno neurodesenvolvimental, caracterizado
por um déficit de comunicagdo social, comportamentos estereotipados e repetitivos, interesses
restritos e interacdo social mutua atipica. A etiologia e neurobiologia do autismo tem sido o
foco de diversos estudos, por isso, a Separagdo Materna (SM) tem sido um dos modelos
animais de autismo mais utilizados. A grande maioria dos modelos animais de TEA foram
desenvolvidos e validados apenas em machos, de forma que tem sido reconhecida a
necessidade de considerar o sexo feminino em estudos pré-clinicos. Deste modo, o presente
estudo teve como objetivo analisar as alteragdes comportamentais em camundongos fémeas
submetidos ao modelo experimental de autismo por Separacao Materna. Os animais, exceto o
grupo controle, foram submetidos a separacdo materna do 1° ao 14° Dia P6s Natal (DPN),
sendo separados das maes e colocados sozinhos em gaiolas individuais sem maravalha
durante 3 h/dia. A fim de avaliar a presenca de estereotipias, comportamentos repetitivos,
ansiedade e sociabilidade dos animais, foram realizados os seguintes testes comportamentais
relacionados ao autismo durante a infincia e adolescéncia (DPN 28-42): Comportamento
repetitivo de autolimpeza; Enterramento de esferas de vidro; Campo Aberto; Labirinto em Y e
Interacdo Social. Descobrimos que a separagdo materna impactou nos comportamentos
relacionados ao autismo. Especificamente, observamos um déficit significativo na
porcentagem de sequéncias corretas no teste do labirinto em Y, indicando alteragdes no
comportamento exploratdrio ou na memoria dos animais. Além disso, houve uma diminui¢do
da sociabilidade avaliada no teste de interacdo social, bem como um aumento dos
comportamentos repetitivos de autolimpeza. Por outro lado, ndo foi identificado efeito direto
do modelo sobre a locomog¢do, o0 movimento de rearing e o comportamento repetitivo de
enterrar esferas de vidro. Nesse sentido, o estudo atual mostrou que a Separacdo Materna
provocou comportamentos semelhantes aos autistas em camundongos do sexo feminino,
especialmente no que se refere ao comportamento exploratério, memoria, sociabilidade e
comportamentos estereotipados e repetitivos.
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Autism spectrum disorder (ASD) is a neurodevelopmental disorder characterized by a deficit
in social communication, stereotyped and repetitive behaviors, restricted interests, and
atypical mutual social interaction. The etiology and neurobiology of autism have been the
focus of several studies, therefore, maternal separation (MS) has been one of the most widely
used animal models of autism. The vast majority of animal models of ASD have been
developed and validated only in males, so the need to consider females in preclinical studies
has been recognized. Thus, the present study aimed to analyze behavioral changes in female
mice submitted to the experimental model of autism by maternal separation. The animals,
except for the control group, were submitted to maternal separation from the 1st to the 14th
Postnatal Day (PND), being separated from the mothers and placed alone in individual cages
without shavings for 3 h/day. In order to assess the presence of stereotypies, repetitive
behaviors, anxiety, and sociability of the animals, the following behavioral tests related to
autism were performed during childhood and adolescence (PND 28-42): Repetitive
self-grooming behavior; Glass bead burying; Open Field; Y-maze, and Social Interaction. We
found that maternal separation impacted autism-related behaviors. Specifically, we observed a
significant deficit in the percentage of correct sequences in the Y-maze test, indicating
alterations in the exploratory behavior or memory of the animals. In addition, there was a
decrease in sociability assessed in the social interaction test, as well as an increase in
repetitive self-grooming behaviors. On the other hand, no direct effect of the model on
locomotion, rearing movement, and repetitive glass bead burying behavior was identified. In
this sense, the current study showed that Maternal Separation provoked autistic-like behaviors
in female mice, especially with regard to exploratory behavior, memory, sociability and
stereotyped and repetitive behaviors.

Keywords: Autism. Animal model. Maternal separation.

INTRODUCAO

O transtorno do espectro autista (TEA) é um transtorno neurodesenvolvimental,
caracterizado por um déficit de comunicacdo social, comportamentos estereotipados e
repetitivos, interesses restritos e interacao social mutua atipica (Releases Diagnostic And
Statistical Manual Of Mental Disorders, 2022). O TEA ¢ uma doenca de inicio precoce que,
segundo a Organiza¢do Pan-Americana de Saude (OPAS, 2023), apresenta alta prevaléncia,
pois 1 a cada 160 criangas apresenta este transtorno. Este transtorno, em geral, est4 associado
a outras condigdes como epilepsia, depressao, ansiedade e transtorno de déficit de atencao e
hiperatividade, bem como outros comportamentos desafiadores (Scholey et al., 2022).

Embora o autismo seja mais comum em homens do que em mulheres, estudos
mostram que as ferramentas de diagndstico sdo tendenciosas e levam a um numero
equivocado, considerando que o autismo em mulheres nao ¢ tdo facilmente detectado quanto
em homens (Zaccarelli-Magalhaes et al., 2024). A expressdao do autismo no sexo feminino
tem caracteristicas semelhantes ao fendtipo masculino, como dificuldades na interagdo social

e comunicagdo, comportamentos restritos e repetitivos € respostas sensoriais incomuns.



Porém, ¢ valido ressaltar que existem diferencas em como elas sdo expressas € em qual nivel
(Hull et al., 2017).

Mulheres diagnosticadas com TEA, em geral, apresentam menores dificuldades
sociais, pois tém maior motivagdo social do que os homens; demonstram diferentes areas de
interesse em comparagdo aos homens; e, muitas vezes, podem apresentar um fendémeno de
camuflagem, que se refere ao uso de estratégias conscientes ou inconscientes para minimizar
as caracteristicas autistas em um ambiente social (Antezana et al., 2019; Hull; Petrides;
Mandy, 2020). Por esses motivos, mais pesquisas sdo necessarias, particularmente sobre o
sexo feminino.

O autismo ¢ comumente reconhecido como um transtorno majoritariamente genético,
todavia, recentemente foi descoberto que fatores ambientais, como a separacdo materna (SM)
no inicio da vida, possui um impacto significativo na etiologia do transtorno do espectro
autista (Mansouri et al., 2021b). Sabe-se que a exposi¢do ao estresse durante a infancia pode
ter efeitos prejudiciais a longo prazo no desenvolvimento do cérebro. O estresse cronico
decorrente do isolamento social logo no inicio da vida contribui para um déficit no
desempenho da aprendizagem e da memoria e em distirbios psicologicos (Dall¢; Daniels;
Mabandla, 2020).

A etiologia e neurobiologia do autismo tem sido o foco de diversos estudos, entretanto
0 uso de modelos humanos limita a compreensao de mecanismos disfuncionais associados a
patofisiologia deste transtorno. Sendo assim, a fim de elucidar o efeito das interacdes
socio-parentais no inicio dos distirbios do neurodesenvolvimento, como o TEA, a separacao
materna precoce e o isolamento social sao modelos animais uteis. Estudos recentes mostram
que o isolamento materno neonatal como um modelo de baixo cuidado materno e estresse no
inicio da vida desencadeia comportamentos semelhantes aos do autismo em fases posteriores
da vida (Mansouri et al., 2020).

A grande maioria dos modelos animais de TEA foram desenvolvidos e validados
apenas em machos (Kokras; Dalla, 2014). Isso ocorre pela suposicao de que a variagao ciclica
dos hormdnios sexuais em fémeas poderia confundir os resultados (Beery; Zucker, 2011).
Consequentemente, durante anos, as descobertas em machos foram generalizadas para
fémeas. Hoje em dia ha uma consciéncia de que a influéncia do sexo tem um impacto
importante na fungdo cerebral, e, por isso, a necessidade de considerar o sexo feminino em

estudos pré-clinicos tem sido reconhecida (Napolitano et al., 2022).



Assim, o presente estudo teve como objetivo investigar se a separagdo materna durante
os primeiros dias de vida de camundongos fémeas poderia causar, na fase da infancia e

adolescéncia, anormalidades comportamentais sociais semelhantes as descritas no TEA.

MATERIAL E METODOS

As atividades experimentais foram desenvolvidas no Biotério da Universidade da

Integracdo Internacional da Lusofonia Afro-Brasileira — UNILAB.

Animais

Inicialmente, foram utilizados 9 camundongos, 3 machos e 6 fémeas, provenientes do
Biotério da UNILAB, como matrizes para reprodugdo e posterior uso de seus filhotes para
experimentacdo. Os animais foram mantidos no Biotério da UNILAB em uma sala com
temperatura controlada (23 = 1° C), com alimentos e agua ad libitum e com ciclos
claro/escuro de 12/12 horas.

As fémeas matrizes foram entdo monitoradas diariamente para detec¢do da prenhez.
As que ficaram prenhes foram entdo separadas em gaiolas individuais, sendo acompanhadas

diariamente até o dia do parto, denominado dia pds-natal 0 (DPNO).

Procedimento experimental

Apo6s o nascimento dos animais, os filhotes foram divididos em dois grupos: controle e
separacdo materna. A separacao materna ocorreu do 1° ao 14° DPN. Para isso, os animais
foram separados das maes e colocados sozinhos em gaiolas individuais sem maravalha, dentro
de pequenos potes, mantidos sob o aquecimento de bolsas térmicas para evitar hipotermia,
durante 3 h/dia (de 10h as 13h).

Logo ap6s o periodo de isolamento diario, os filhotes foram transferidos de volta a
gaiola original com suas maes. Apos 14 dias de isolamento, os filhotes permaneceram com
suas maes continuamente até o desmame no DPN 21. Durante o periodo em que os animais
do Grupo Separagdo Materna foram privados do contato com a mae, os animais do Grupo
Controle ndo foram submetidos a qualquer manipulacdo. Posteriormente, no DPN 21, os
animais foram separados por sexo, sendo selecionados para o presente estudo apenas as
fémeas, formando 2 grupos: I) Controle fémeas e II) Separagdo materna fémeas, onde cada
grupo foi composto por um “n” de 10 animais. O procedimento foi realizado conforme o

fluxograma abaixo.



Figura 1 — Desenho Experimental.
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Testes Comportamentais

Os testes comportamentais relacionados ao autismo, foram realizados durante o
periodo da infancia e adolescéncia (DPN 28-42) de todos os animais, sempre no mesmo
horéario, entre 10:00 e 16:00. As estereotipias, comportamentos repetitivos semelhantes a
ansiedade, atividade motora, memoria e sociabilidade foram avaliados através dos respectivos

testes: Comportamento repetitivo de autolimpeza; Enterramento de esferas de vidro; Campo



Aberto; Labirinto em Y e Interacdo Social. Apds o ultimo teste comportamental os animais

foram eutanasiados através de deslocamento cervical.

Teste do Campo Aberto

Trata-se de um teste para avaliagdo do comportamento exploratorio e locomogao dos
animais estudados. Esse teste foi realizado utilizando um aparato que consiste em uma
plataforma em acrilico transparente, de modo que o animal em teste nao pudesse fugir. Para
facilitar a quantificacdo da atividade locomotora dos animais, o piso do campo aberto ¢
dividido em nove espagos, por entre os quais o animal circulava. Foi analisado, por 5 minutos,
o numero de cruzamentos entre os quadrados e a frequéncia com que o roedor se sustentava

apenas sobre as patas traseiras no campo (rearing).

Teste Labirinto em Y

Esse teste foi realizado em um labirinto em forma de Y com trés bragos plasticos
opacos em um angulo entre si de 120°. Apods a introdugdo no centro do labirinto, era
permitido ao animal, explorar livremente os trés bracos. Ao longo de multiplas entradas nos
bragos, o animal deveria mostrar uma tendéncia para entrar em um brago diferente do que
visitou anteriormente. A sequéncia de entradas era registrada, com o objetivo de calcular a
percentagem de alternincia. Era considerada uma entrada quando todos os quatro membros do

animal estavam dentro do braco.

Teste de Interacdo Social

Foi utilizado um aparato que consiste em uma caixa retangular de acrilico dividido em
trés camaras iguais, no qual o animal tem acesso as trés camaras por meio de pequenas
aberturas presentes nas divisorias entre as camaras. Era entdo acrescentado um animal
estranho dentro de uma gaiola em uma das camaras laterais (cAmara social) e uma gaiola
vazia na outra camara lateral (cdmara oposta). Foi permitido ao animal teste percorrer e
explorar todas as camaras por um periodo de 8 minutos. O tempo que o animal passava em
cada uma das trés camaras era cronometrado e a interacao social foi definida como: (o tempo

gasto na camara social) — (o tempo gasto na camara oposta).

Teste de Enterramento de esferas de vidro
Esse teste foi realizado em uma gaiola convencional, contendo uma ‘“cama” de

maravalha com profundidade de 2cm, sobre a qual foram colocadas 12 esferas de vidro de



forma organizada em 3 colunas com 4 esferas em cada coluna. Os animais eram colocados na
gaiola-teste e deixados durante 10 minutos. Ao final, foi feita a analise anotando quantas

esferas tiveram mais de 2/3 de enterramento na maravalha.

Teste do Comportamento repetitivo de autolimpeza
Para avaliagdo deste comportamento, o roedor era colocado em uma gaiola padrao
vazia, sendo o primeiro minuto de habitua¢ao sem que seja marcada nenhuma pontuagdo. Nos

5 minutos seguintes, era registrada a quantidade de vezes que o animal faz o movimento.

Analise Estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada através do software GraphPad Prism,
versdao 10.1.0. Os resultados obtidos nos testes comportamentais foram analisados através do
teste T ndo pareado. Valores significativos para todas as andlises foram considerados quando

p<0,05.

Comité de Etica

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com diretrizes do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e apos ter sido
aprovado pelo o Comité de Etica em Experimenta¢io Animal (CEEA) da UNILAB — Parecer
N° 0777264.

RESULTADOS

Teste do Campo Aberto
Conforme mostrado na Figura 2, ndo foram evidenciadas diferencas significativas entre o
numero de cruzamentos dos grupos controle e separagdo materna. Esses resultados sugerem que a

separacdo materna ndo afeta a ansiedade ou a locomog¢ao dos camundongos fémeas.

Figura 2 — Resultado Analise Estatistica Teste do Campo Aberto.
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Outro parametro avaliado no teste do campo aberto foi a quantidade de vezes em que o
animal realizava o movimento de “rearing”, que consiste no comportamento no qual o animal
eleva-se sobre as patas posteriores, permanecendo na posi¢do vertical. Como observado na
Figura 3, ndo houve diferenca significativa entre o grupo controle € o grupo separacao
materna (p = 0.2615), sendo observada uma média de 5,90 movimentos no grupo controle e
7,70 no grupo separag¢do materna. Esse resultado sugere que a separagdo materna também nao

afeta o comportamento de rearing em camundongos fémeas.

Figura 3 — Resultado Analise Estatistica Teste de Rearing.
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Teste de labirinto em Y



Na analise dos resultados do teste do labirinto em Y, foram encontradas interacoes
significativas. Foi identificado, que camundongos fémeas pertencentes aos grupos separagao
materna apresentaram um déficit significante na porcentagem de sequéncias corretas, com
uma média de 48,90% em comparagdo aos controles que tiveram uma média de 62,11%
(Figura 4). Tal resultado sugere que a separacdo materna tem um efeito significativo no
desempenho do labirinto em Y, possivelmente refletindo alteragdes no comportamento

exploratdrio ou na memoria dos animais.

Figura 4 — Resultado Analise Estatistica Teste do Labirinto em Y.
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Teste de Interacao Social

Na andlise estatistica do teste de interacdo social foram encontradas interagdes
significativas, pois as fémeas pertencentes ao grupo separagdo materna apresentaram um
déficit significativo na sua interagdo social quando comparadas ao controle. Isso sugere que a
separacao materna, reduz significativamente a interacao social, tendo em vista que neste teste
¢ avaliada a preferéncia do camundongo em teste por interagir com um estimulo social (S)
versus um estimulo ndo social (NS). A diferenga substancial nas médias previstas entre os
grupos controle e separagdo materna corrobora essa conclusdo, considerando uma média de
104.2 para as fémeas controle e uma média de -55.50 para as fémeas submetidas a separacao

materna.

Figura 5 — Resultado Analise Estatistica Teste de Interagdo Social.
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Teste de enterramento de esferas de vidro

A analise estatistica do teste de enterramento de esferas nao evidenciou diferengas
significativas entre o nimero de esferas enterradas pelas fémeas do grupo separacdo materna e
as fémeas do grupo controle. Apesar de a média do nimero de esferas enterradas pelas fémeas
separacdo materna (3.6) ter sido maior que a média do grupo controle (1.9), no teste t ndo
pareado, a diferenga ndo foi significativa. Tal resultado sugere que a separacdo materna nao

impactou no nimero de comportamentos repetitivos do tipo enterramento de esferas.

Figura 6 — Resultado Analise Estatistica Teste de Enterramento de Esferas.
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Teste do Comportamento Repetitivo de Autolimpeza

Na analise do comportamento repetitivo de autolimpeza, foram encontradas diferengas
significativas. Camundongos fémeas pertencentes ao grupo separa¢do materna apresentaram
niveis elevados do comportamento repetitivo de autolimpeza quando comparados aos
controles. Tal resultado sugere que a separagcao materna afeta os comportamentos repetitivos e

estereotipados de autolimpeza em camundongos fémeas.

Figura 7 — Resultado Analise Estatistica Teste do Comportamento Repetitivo de Autolimpeza.
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DISCUSSAO

A principal descoberta no presente trabalho foi que a separagdo materna impactou nos
comportamentos relacionados ao autismo em camundongos fémeas submetidos ao modelo de
inducdo do autismo. Especificamente, observamos um déficit significativo na porcentagem de
sequéncias corretas no teste do labirinto em Y, indicando alteragdes no comportamento
exploratdrio ou na memoria dos animais. Além disso, houve uma diminui¢ao da sociabilidade
avaliada no teste de interagdo social, bem como um aumento dos comportamentos repetitivos
de autolimpeza. Por outro lado, ndo foi identificado efeito direto do modelo sobre a
locomog¢do, o movimento de rearing e o comportamento repetitivo de enterrar esferas de
vidro.

Estudos recentes revelaram a significativa influéncia do estresse no inicio da vida no
desenvolvimento de anormalidades do neurodesenvolvimento (Farzan et al., 2023). O estudo

de Racekov et al. (2009) identificou neurogénese reduzida em varias regidoes do cérebro em
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animais submetidos ao estresse pos-natal precoce. Associado a isso, foi mostrado que o
autismo esta associado a uma diminui¢do da neurogénese no cérebro, de modo que existem
evidéncias de que a Separacdo Materna pode estar relacionada ao desenvolvimento de TEA
(Bicker et al., 2021; Farzan et al., 2023; Khaledi et al., 2023; Makris et al., 2023). Sob essa
perspectiva, foi demonstrado que a SM em modelos animais induz comportamentos
semelhantes aos do autismo, como comportamentos repetitivos, comportamentos semelhantes
aos de ansiedade, comprometimento da memoria e comprometimento da interagao social
(Mansouri et al., 2021).

O ntimero de cruzamentos do teste de campo aberto pode ser usado como uma medida
da locomogao basal, bem como um indicador de comportamentos de ansiedade. No estudo
desenvolvido por Soztutar ef al. (2016), ratos machos e fémeas que passaram pela separagao
materna € um estressor posterior mostraram um aumento nos movimentos horizontais em
comparagdo com aqueles em grupos ndo estressados. Sendo assim, o estresse associado a SM
poderia exercer um efeito na locomocdo. No presente estudo, todavia, ndo foi identificada
uma diferenca entre os grupos, sugerindo assim que o modelo de indug¢do do autismo por
separacao materna ndo impactou nesses comportamentos de ansiedade.

O Transtorno do Espectro Autista ¢ caracterizado pelo inicio precoce de alteragdes de
memoria (Amri et al., 2022). Nessa perspectiva, o estudo de Yin et al. (2021) mostrou que
animais com comportamentos semelhantes ao do autismo mostraram uma menor sequéncia de
alternancias corretas no labirinto em Y quando comparados ao grupo controle. Semelhante a
isto, 0 nosso estudo mostrou que os animais submetidos a separa¢do materna apresentaram
uma menor porcentagem de alterndncias corretas quando comparados ao grupo controle,
sugerindo que a separagdo materna impactou na memodria e aprendizagem desses
camundongos.

Os principais sintomas do TEA sdo defeitos na interacdo social e na comunicagao,
bem como comportamentos repetitivos e estereotipados. No que se refere as relagdes sociais,
estudos como o de Karimi ef al. (2023) mostram que camundongos submetidos a separagao
materna apresentam indices de sociabilidade e preferéncia social reduzidos no teste de
interagdo social, sugerindo comunicagdo social prejudicada. De modo semelhante, outro
estudo mostrou que camundongos com caracteristicas semelhantes as do autismo apresentam
interacdes sociais diminuidas, com menores indices de sociabilidade e preferéncia social (Yin
et al, 2023). Em concordancia com essas descobertas, nosso estudo revelou que
camundongos submetidos a SM exibiram comunicagdes sociais reduzidas e apresentaram

menor interagdo com o animal estranho em comparagao ao grupo de controle.
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Conforme Dutra et al., (2023), comportamentos estereotipados, repetitivos e rigidos
sao amplamente considerados como caracteristicas e atributos diagndsticos centrais e
definidores do TEA. O estudo de Jarrar et al. (2022), utilizando um protocolo de separacao
materna mostrou que no teste de enterramento de esferas, os camundongos que haviam sido
separados enterraram um numero significativamente maior de bolinhas de gude do que
camundongos nao separados. O comportamento de enterrar ¢ um comportamento normal em
roedores selvagens e de laboratorio que pode ter por objetivo armazenar alimentos para
acumulacdo, proteger contra objetos nocivos e prejudiciais e fornece um ambiente apropriado
para reproducdo. Todavia, estudos tém sugerido que o comportamento excessivo de
enterramento em camundongos, pode estar relacionado a uma previsao valida de transtornos
relacionados a compulsdo e comportamentos repetitivos € obsessivos, a exemplo o TEA
(Taylor; Lerch; Chourbaji, 2017). No presente estudo, entretanto, o comportamento de
enterramento de esferas ndo foi afetado pelo protocolo de separacdo materna adotado,
indicando que o modelo ndo impactou significativamente no surgimento de comportamentos
repetitivos e compulsivos.

Sob essa perspectiva, tem-se que o aumento da autolimpeza em um ambiente novo em
compara¢do ao ambiente doméstico (gaiola) pode promover mudangas na ansiedade,
locomogdo ou comportamentos compulsivos dos animais.

Estudos como o de Carter et al. (2011), mostraram que camundongos se autolimpavam
mais em um ambiente novo, demonstrando que essa exposi¢ao a ambientes novos e indutores
de estresse aumenta as tendéncias de autolimpeza. Em estudo semelhante de Mansouri ef al.
(2021a), com protocolo de separacdo materna, os animais pertencentes ao o grupo de
separacdo materna apresentaram maior expressao de comportamentos de autolimpeza. De
modo semelhante, nosso estudo evidenciou um maior nimero de comportamentos de
autolimpeza nos animais submetidos a separagdo materna, sugerindo que o modelo de

separa¢do materna afetou os comportamentos repetitivos de autolimpeza em camundongos.

CONCLUSAO

O estudo atual mostrou que a Separagdo Materna, aplicada como um evento estressor
precoce, provocou comportamentos semelhantes aos autistas em camundongos do sexo
feminino, especialmente no que se refere ao comportamento exploratério, memdria,
sociabilidade e comportamentos estereotipados e repetitivos.

Os resultados obtidos corroboram com a hipdtese de que a separacdo materna tem

impacto direto nesses aspectos comportamentais de roedores. De fato, estudos adicionais sdo
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necessarios para esclarecer os mecanismos exatos subjacentes a essa associa¢do, bem como

para avaliar a influéncia do sexo nesse transtorno, comparando o sexo feminino € masculino.
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