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RESUMO

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) ¢ um transtorno do neurodesenvolvimento
caracterizado por dificuldade de interagdo social e comunicacdo e pelo comprometimento
qualitativo do desenvolvimento sociocomunicativo, assim como a presenca de comportamentos
e/ou interesses repetitivos ou restritivos. E uma sindrome comportamental complexa que ocorre
principalmente no sexo masculino, com multiplas etiologias, combinando fatores ambientais e
genéticos. Infeccdes e estresse tém sido relacionados com a manifestacdo de transtornos
neuropsiquiatricos, principalmente quando acontecem no inicio da vida, ocasionando alteracdes
induzidas por mecanismos inflamatérios e/ou neurotroéficos. Achados do nosso grupo de
pesquisa mostram que a exposi¢do de camundongos neonatos ao lipopolissacarideo (LPS)
de Escherichia coli é capaz de induzir alterag¢des tipo-autismo dependentes do sexo em animais
adolescentes e adultos. Neste contexto, realizamos estudo em camundongos Swiss machos e
fémeas desafiados nos dias pos-natais (PNs) 5 e 7 com LPS de Escherichia coli, com o objetivo
de entender as alteragdes comportamentais e neurobioldgicas em animais infantes, bem como
a influéncia do sexo. Os testes comportamentais de intera¢do social, campo aberto e memoria
de trabalho (labirinto em Y) foram realizados no PN 25, o que corresponde a 4 anos de idade
no humano. Apos as avaliagdes comportamentais, a atividade de MPO, os niveis de BDNF e a
expressao de NF-kB, parvalbumina, IBA1 e sinaptofisina foram realizadas no cértex pré-frontal
(CPF) e hipocampo (HC). Os camundongos machos desafiados com LPS apresentaram
comportamentos tipo-ansioso, déficits de memoria de trabalho e comportamento repetitivo,
enquanto as fémeas tiveram uma reducdo na capacidade de interacdo social e déficits de
memoria de trabalho. As fémeas desafiadas com LPS apresentaram no hipocampo aumento da
expressdao de IBA1, niveis diminuidos de parvalbumina, e da atividade da MPO, enquanto no
CPF ocorreram alteragdes no BDNF e diminuicdo na atividade da MPO. Entretanto, nos
animais machos ndo foram observadas alteragdes significativas nos niveis de expressao desses
marcadores. Em conjunto, estas foram as principais diferencas comportamentais e
neuroquimicas observadas no presente estudo entre machos e fémeas desafiados com LPS.
Nossos resultados mostram uma vulnerabilidade diferencial de acordo com o género para os
diferentes endofendtipos comportamentais relacionados ao TEA, ou seja, machos com
alteracdes cognitivas e estereotipia, e fémeas com déficits sociais.

Palavras-chave: Modelo animal. Lipopolissacarideo. Autismo.



ABSTRACT

The Autism Spectrum Disorder (ASD) is a neurodevelopment disorder in which an individual
has limited communication and social interaction skills and has qualitative socio-
communicative development compromised, as well as repetitive and restrictive behavior and
interests. It is a complex behavioral syndrome that occurs mainly in male individuals, with
multiple etiologies, and that combines genetic and environmental factors. Infections and stress
have been associated with the occurrence of neuropsychiatric conditions, mainly at start of life,
leading to alterations induced by inflammatory and/or neurotrophic mechanisms. Findings by
our research team show that the exposure of newborn rats to Escherichia coli
Lipopolysaccharides (LPS) can induce autism-like alterations dependent on sex in teenage or
adult animals. In this context, we conducted experiences in Swiss mice, both male and female
neonatally challenged (PN 5 e 7) with Escherichia coli LPS, aiming to understand the
behavioral and neurobiological alterations in infant animals, as well as the influence of gender.
Social interaction behavioral tests, both open field and Y maze tests were carried out on PN 25,
equivalent to a 4-year-old human being. After behavioral assessments, the MPO activity, BDNF
levels and expression of NF-kB, parvalbumin, IBA1 and synaptophysin were performed in the
hippocampus and the pre-frontal cortex. Male mice exposed to LPS presented anxiety-like
behavior, work memory deficit and repetitive behavior, whereas female individuals only
presented reduced social interaction capabilities and work memory deficit. Female individuals
treated with LPS presented in the hippocampus increased levels of IBA1 (HC), reduced
parvalbumin (HC), and MPO activity, while in the PFC occurred BDNF alterations and
decrease of the MPO activity. However, alterations observed in the same markers levels were
not significant for male individuals. In summary, those were the main behavioral and
neurochemical differences observed between male and female individuals exposed to LPS in
this research. Our results show a differential vulnerability according to gender for various
behavioral endophenotypes associated to ASD: males with cognitive alterations and stereotypy,
and females with pro-social deficits.

Keywords: Animal Model. Lipopolysaccharide. Autistic Disorder.
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1. INTRODUCAO

1.1.Aspectos Gerais do Autismo

O Autismo foi citado pela primeira vez em 1911 por Bleuler, para designar a perda
do contato com a realidade acarretando dificuldade ou impossibilidade de comunicagdo
(AJURIAGUERRA, 1975). Em 1943, Kenner descreveu 11 criancas que tinham uma
inabilidade inata para estabelecer contato afetivo e interpessoal, sugerindo uma sindrome rara
(KANNER, 1943). Um ano depois, Asperger descreveu casos com caracteristicas semelhantes
ao autismo em relacdo as dificuldades de comunicagdo social em criancas com inteligéncia
normal (RUTTER; SCHOPLER, 1992).

Atualmente, a Associagdo Americana de Psiquiatria padroniza os critérios
diagnosticos no Manual de Diagnostico e Estatistica, que em sua ultima edicdo (DSM-5),
absorveu os Transtornos Globais do Desenvolvimento, que incluiam o Autismo, Transtorno
Desintegrativo da Infancia, Transtornos Invasivos do Desenvolvimento e as Sindromes de
Asperger e Rett em um unico diagnostico, Transtornos do Espectro Autista (TEA). A
comunidade cientifica entendeu que aqueles transtornos sao na verdade uma mesma condicao
com gradagdes em dois grupos de sintomas: Déficit na comunicagdo e interagdo social; Padrao
de comportamentos, interesses e atividades restritos e repetitivos (CABRAL; LOTUFO NETO,
2014).

O Transtorno do Espectro Autista ¢ um transtorno do neurodesenvolvimento,
caracterizado por dificuldade de interacdo social e comunicagdo e pelo comprometimento
qualitativo do desenvolvimento sociocomunicativo, assim como a presenc¢a de comportamentos
e/ou interesses repetitivos ou restritivos, esses sintomas, quando tomados conjuntamente,
limitam ou dificultam o funcionamento diario do individuo. Apesar desses sintomas serem o
nucleo do transtorno, o conjunto de déficits que uma pessoa com TEA apresenta varia em graus
de intensidade (podendo ser leve, moderado ou severo) e também de individuo para individuo
(ARAUJO; VERAS; VARELLA, 2019). Os casos de TEA demandam minimamente por
servicos de satude para a reducao dos seus déficits caracteristicos € outros possiveis quadros que
normalmente o acompanham, como por exemplo, anormalidades do sistema imunologico,
disturbio gastrointestinal, disfun¢do mitocondrial, distirbios do sono, ansiedade, deficiéncia

intelectual, hiperatividade, hiper-responsividade e hiporesponsibilidade a estimulos sensoriais
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e epilepsia, entre outros. E um transtorno pervarsivo e permanente, no entanto, a intervencao
precoce pode melhorar os sintomas (MASI et al., 2017; ZANON; BACKES; BOSA, 2014).

Individuos com TEA precisam de servicos de saude que possibilitem desde o
diagnostico precoce, tratamentos que promovam a sua inclusdo social, aten¢ao as possiveis
comorbidades, além de suporte a familia. Visto seus impactos sobre a rede de saide e a
necessidade de investimentos para sua atencao, o autismo deve ser tratado como uma questao
de satde publica e deve ser enfrentado como tal (ARAUJO; VERAS; VARELLA, 2019).

O TEA ¢ entendido como uma sindrome comportamental complexa que possui
multiplas etiologias, combinando fatores ambientais e genéticos (RUTTER, 2011).

A alta hereditariedade dos distirbios do espectro autista, alcangando uma
concordancia de 90% para gémeos monozigdticos, em comparagdo com menos de 10% de
concordancia para gémeos dizigdticos e irmaos, com suspeita de anormalidades genéticas nos
cromossomos 7, 2 e 15, juntamente com uma relagdo de prevaléncia de 4:1 entre homens e
mulheres, levou rapidamente a uma importante pesquisa internacional para genes causadores
do autismo (CRAWLEY, 2012).

A prevaléncia do TEA vem aumentando ao longo dos anos. Na Asia, a prevaléncia
média antes de 1980 era de 1,9 casos por 10.000, subindo para 14,8 entre 1980 e 2010. Uma
revisdo de estudos epidemiologicos publicados entre 1996 € 2001 e realizados no Reino Unido,
Estados Unidos, Escandinavia e Japdo, indicou que a prevaléncia provavelmente estava na faixa
de 30 a 60 casos por 10.000 criancas. Estimativas mais recentes demonstram que a prevaléncia
em criangas e adolescentes ¢ de 1 caso em 59 individuos nos Estados Unidos. Embora nao haja
dados oficiais brasileiros, se considerados tais numeros, a estimativa ¢ de que exista no Brasil
pelo menos dois milhdes de pessoas diagnosticadas com TEA. Diversas possibilidades se
destacam para esse aumento na prevaléncia: uma ¢ que houve mudancas na interpretacao dos
critérios diagnosticos, outra diz respeito a sobreposicao entre deficiéncia intelectual e transtorno
do espectro autista (ARAUJO; VERAS; VARELLA, 2019; MASI et al., 2017; SHARON et al.,
2019; WHITBOURNE; HALGIN, 2015).

Os primeiros sintomas aparecem nos primeiros meses de vida quando a crianga
apresenta dificuldades em manter contato visual € no primeiro ano demonstram mais interesse
em objetos do que em pessoas, entretanto, na maioria dos casos o diagndstico sé € possivel
entre os 12 ¢ 24 meses de idade (ZANON; BACKES; BOSA, 2014). Ozonoff e colaboradores

(2010) nao encontraram diferencas entre bebés de 6 meses de idade que mais tardiamente
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receberam diagnostico de TEA e aqueles que se desenvolveram tipicamente, concluindo que o
diagndstico até o primeiro ano de vida pode ndo ser possivel, ocorrendo, em média, aos 4 ou 5

anos de idade (OZONOFF et al., 2010).

Figura 1 — Sinais de alerta do TEA.

i ™
i N gF =N & =Y
6 meses 9 meses 12 meses

Poucas expressoes Nao faz troca de turno Auséncia de balbucios;
faciais, baixo contato comunicativa; ndo ndo apresenta gestos
ocular, auséncia balbucia "mama/papa” convencionais (abanar
de sorriso social e Nao olha quando para dar tchau, por
pouco engajamento chamado exempla);
sociocomunicativo Nao olha para onde o Nao fala mamae/papai;
adulto aponts; imitagdo auséncia de atencao
pouca ou ausente compartilhada
i W B P
[ Em qualquer idade: perdeu habilidades )

Fonte: SBP — Transtorno do Espectro do Autismo.

A nova edicdo da DSM-5 trouxe uma nova estrutura de sintomas. Os clinicos
avaliam criancas ao longo de dois dominios centrais. O primeiro inclui distarbios sociais e da
comunicacdo ¢ o segundo inclui uma variedade restrita de interesses e desempenho de
comportamentos e atividades repetitivas, todos existentes dentro dos estdgios iniciais do
desenvolvimento neurologico (OSHODI et al., 2017).

Estudos demonstram que a intervencao precoce ¢ um fator fundamental para
melhora do quadro clinico do autismo, porém, inimeros aspectos podem retardar a intervengao,
como a demora na identificagdo das primeiras dificuldades comportamentais da crianca, a
demora na busca por atendimento profissional e na realizagdo do diagndstico (ZANON;
BACKES; BOSA, 2014). Siklos e Kerns (2007) destacam quatro fatores que podem estar
envolvidos no atraso do diagndstico precoce: 1) a variabilidade dos sintomas do TEA; 2) a falta
de profissionais habilitados e treinados para reconhecer as alteragdes precoces do transtorno; 3)
as limitacdes da propria avaliagdo de pré-escolares; e 4) a escassez de servigos especializados

(SIKLOS; KERNS, 2007).
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1.2. Neurodesenvolvimento

Como o transtorno mental ¢ poligénico por natureza, sdo necessarias varias
abordagens para entender sua base. No minimo, o conhecimento de como a genética, o sexo e
os fatores de risco interagem com a ontogenia normal fornece uma orientagdo para o estudo
sobre a expressdo fenotipica dos disturbios neuropsiquidtricos (LIGHTMAN; INSEL;
INGRAM, 2002).

O questionamento de como experiéncias no inicio da vida comprometem o
comportamento adulto € antigo e tem estimulado estudos sobre como os sistemas celulares sdo
alterados em interagdo com o ambiente de maneira que desenvolvam e mantenham
caracteristicas que atuem na fisiologia de respostas comportamentais ao longo da vida (NORO;
GON, 2015).

Alguns autores afirmam que estresses desde a concepgao do individuo t€ém grande
influéncia na duragdo e na qualidade de vida do mesmo, enfatizando a necessidade do
desenvolvimento de intervencdes efetivas para o tratamento e prevencdo de transtornos
neuropsiquiatricos. Essas intervengdes sdao importantes quando acontecem no inicio do
desenvolvimento infantil, diante das alteragdes fisioldgicas que ocorrem nesse periodo e a
gravidade do comprometimento da saude fisica e emocional além do desenvolvimento
cognitivo (MCEWEN; GETZ, 2013; HYMAN, 2009).

A populagdo neuronal do SNC do adulto ¢ gerada quase exclusivamente no
desenvolviento, portanto, alteracdes sutis no ambiente imunolédgico perinatal podem alterar o
curso normal do desenvolvimento, aumentando potencialmente a suscetibilidade a insultos
secundarios e predispondo a distirbios neuropsiquidtricos, como esquizofrenia e autismo
(SMITH; NAYLOR, 2014).

Microglia e astrocitos compreendem 80-90% da populacdo celular do cérebro. Em
conjunto, a glia desempenha uma gama de fungdes essenciais para manter a homeostase no
sistema nervoso e restabelecer a homeostase apds insulto, infeccdo ou lesdo. Microglia sdo
células imunes primarias do SNC, que produzem multiplos fatores imunes durante eventos
neuroinflamatorios ou infecciosos e eliminam células mortas, além de exercerem funcoes
fisiologicas importantes no sistema nervoso saudavel, como a manuten¢do sindptica. Ja os
astrocitos, a maior populacdo da glia, também sdo capazes de sintetizar moléculas imunes pro-
inflamatorias em repouso e durante insulto ou desafio, e portanto, sdo igualmente consideradas

células do SNC imunocompetentes (SCHWARZ; BILBO, 2012; SMITH; NAYLOR, 2014)
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E importante entender que a tragetéria do desenvolvimento cerebral ocorre em
varios estagios, conforme esquema demonstrado na figura 2. Dentro da linha do tempo,
diferentes regides do cérebro tém um curso Unico no desenvolvimento. Estruturas de
desenvolvimento tardio, incluindo cortex, hipocampo e cerebelo, preparam o cenario para

periodos de vulnerabilidade de uma maneira especifica (CUSTODIO, 2017).

Figura 2 — Etapas de desenvolvimento do cérebro (em cima) e as diferentes janelas de vulnerabilidade (embaixo).
Os processos de desenvolvimento ocorrem em fases, preparando o cenario para periodos potenciais de
vulnerabilidade. Insultos no inicio da vida (embaixo) serdo assimilados em padrdes de inervagdo, enquanto um
insulto pré-puberal posterior causara alteragdes funcionais que sdo mais adaptaveis.
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Fonte: Adaptado de ANDERSEN, 2003

A primeira metade da gestacdo ¢ caracterizada pela proliferacdo e migragao
neuronal. Durante a segunda metade, predominam a proliferacao celular glial e a morte celular
programada. No ultimo trimestre acontece o desenvolvimento da conectividade com
brotamento axonal e dendritico e formagdo de sinapses (RAMENGHI; FUMAGALLI;
SUPRAMANIAM, 2018).
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As células progenitoras neuronais nascem, diferenciam-se e sdao estabelecidas de
dentro para fora. Células maiores geralmente chegam mais cedo que células menores e aderem
a algum grau de filogenia na qual as regides mais antigas sdo estabelecidas primeiro
(JACOBSON, 1991). Padrdes adequados de inervacao sdao guiados por glia radial ou fatores
neurotroficos derivados do alvo. Por volta da 16* semana fetal, os neuronios alcancam seu
destino final, arborizam e ramificam na tentativa de estabelecer conexdes apropriadas (JONES
et al., 1985). O fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), o fator de crescimento nervoso
(NGF), o fator neurotréfico derivado da glia (GDNF), CNTF e IGF-1 influenciam na migragao
ou retracao dos neuronios (JONES et al., 1993).

A expressao dos fatores de crescimento atingem seus niveis mais altos durante o
periodo pré-natal, desempenhando papel fundamental na ramificagdo dendritica, e continuam a
participar da plasticidade sinaptica durante toda a vida util e sdo essenciais para alteragdes
neuronais associadas ao aprendizado, exposi¢do a medicamentos e reparo neuronal apods lesao
ou transplante (JUNG; BENNETT, 1996; SEMPLE et al., 2013; TIMMUSK et al., 1994).

Aproximadamente 50% de todos os neurdnios sdo eliminados imediatamente antes
do nascimento, em um processo conhecido como morte celular programada ou apoptose.
Durante esse periodo, ocorrem rearranjos morfolégicos com o objetivo de aumentar a eficiéncia
da transmissdo sinaptica. Mais tarde, durante a periadolescéncia, ocorre uma segunda onda de
superproducao e eliminagcdo (LANDMESSER, 1980).

Na fase pods-natal os estudos clinicos superam os pré-clinicos pela dificuldade de
modelar comportamentos em animais, mas conclui-se que a maturagao do comportamento
motor, cogni¢do e afeto esta integralmente relacionada ao remodelamento sinaptico ou a
conectividade aprimorada que ocorre antes da idade adulta (CHANGEUX; DANCHIN, 1976;
DANTZER, 2009; INNOCENTI, 1981; PURVES; LICHTMAN, 1980).

1.3.Envolvimento Genético

Como se sabe, a fisiopatologia do TEA ainda ndo ¢ completamente conhecida,
sendo a causa genética muito implicada como etiologia.

O aumento do diagnoéstico associado as anormalidades genéticas permitiu sua nova
especificagdo no DSM-5: “associada a condi¢cdo médica ou genética conhecida”. No entanto,

para criangas com autismo “ndo sindromico ou idiopatico”, os estudos de fatores de risco
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genéticos tém sido menos conclusivos (CARRASCOSA-ROMERO; DE CABO-DE LA
VEGA, 2017).

A probabilidade de uma familia ter recorréncia de autismo, ou seja, que ja possui
uma crianca autista, ¢ considerada alta (de 3 a 8%). Em até 92% dos casos em gémeos
monozigoticos, ha diagnostico de algum espectro de autismo nas duas criangas. J4 nos gémeos
dizigoticos, em até 24% dos casos o diagnostico ¢ confirmado (ASHWOOD; WILLS; VAN
DE WATER, 2006).

Estudos demonstram que cerca de 20 genes podem estar envolvidos no
desenvolvimento de autismo. Andlises de ligacao analisando todo o genoma encontraram sinais
positivos de correlagdo nos cromossomos 2, 1, 7 e 17, especificamente em 2q e 7q. Genes como
FOXP2, HOXA1 e RELN parecem estar ligados, embora nao tenham achados consistentes
(GADIA; TUCHMAN; ROTTA, 2004). Outro trabalho revela uma relagao entre a transmissao
preferencial de alelos de marcadores genéticos de dois genes transportadores de serotonina e o
autismo (COOK et al., 1997).

A sindrome autistica ¢ sintomatologicamente heterogénea e pode ser associada em
mais de 10% dos casos com outras doengas neurologicas e genéticas, como a esclerose tuberosa,
sindrome do X fragil, de Down e Rett (COHEN et al., 2005).

Os genes envolvidos no TEA alteram as proporcdes de sinalizagdo excitatoria para
inibitoria no SNC afetando as vias moleculares ¢ os mecanismos relacionados a disfungdo
sindptica. Mutacoes em diferentes genes podem produzir autismo “idiopatico”, mas a exposicao
a modificadores ambientais pode resultar em uma expressdo variavel de caracteristicas

autisticas (CARRASCOSA-ROMERO; DE CABO-DE LA VEGA, 2017).

1.4. Fatores de risco para o desenvolvimento do TEA: infec¢oes e alteracoes

imune

Embora existam diversos fatores ambientais que contribuem para o TEA, a maioria
deles converge em alteragdes nas respostas imunes durante o desenvolvimento pré-natal ou no
inicio da vida pos-natal (BERNARDI; KIRSTEN; TRINDADE, 2012).

O sistema imunologico ¢ projetado para refletir mudangas ambientais e prever
mudancas futuras como estratégia defensiva. A composi¢do genética e programagao inicial do
sistema imune no utero e logo apds o nascimento determinam a quantidade de insultos
ambientais que sao capazes de proteger na vida do individuo. Essa prote¢ao ¢ importante para

a saude em geral, mas também para o processamento neural, devido a comunicacao difusa e
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dindmica que ocorre entre os sistemas imunoldgico e nervoso. De fato, o sistema imunologico
pode ter efeitos profundos no desenvolvimento e cogni¢do do cérebro, e alteracdes na
sinalizagdo imunoldgica podem, em diferentes contextos, induzir efeitos benéficos,

homeostaticos e prejudiciais (ESTES; MCALLISTER, 2015).

Figura 3 — Modelo multifatorial para etiologia do TEA envolvendo genes, meio ambiente ¢ imunidade. Esse
modelo comeca com um background genético que predispde o individuo a responder inadequadamente a
influéncias ambientais, como uma infec¢@o ou exposi¢do a substancias toxicas.Uma exposi¢do ambiental durante
um periodo critico pode atrapalhar o desenvolvimento do sistema nervoso e imunoldgico. Essa interrupgdo pode

levar ao TEA, bem como as disfungdes neurologicas, comportamentais ¢ imunologicas observadas no distrbio.

Disfuncdo
Neurocomportamental

Resposta imune
aberrante Neurodesenvolvimento
aberrante

D

Depuragio R Desenvolvimento
toxica ineficaz imune aberrante Disfungdo
Imune

Fonte: Adaptado de GOINES; ASHWOOD (2013)

Semelhante ao TEA, distirbios do sistema imunoldgico da infancia, como asma,
alergias alimentares com risco de vida e distirbios autoimunes atingiram niveis epidémicos nas
ultimas duas décadas. Hipotetiza-se que o aumento desses distirbios na infincia reflita a
exposicdo a um numero crescente de estressores ambientais durante periodos criticos de
desenvolvimento que resultam na expressao da doenca em individuos com um background
genético vulneravel. Esse modelo de multiplo impacto para distirbios imunologicos também ¢é
hipotetizado da etiologia do TEA (PESSAH et al., 2008; STAMOU et al., 2013).

A ativacdo imune materna e a producao de autoanticorpos maternos representam
dois fatores de risco imunomediados, cujas influéncias no inicio da vida podem contribuir para
o inicio do TEA. Estudo epidemiologico avaliando mais de dez mil casos de TEA demonstram
que a infec¢do materna durante a gravidez, principalmente na presenca de febre, esta ligada ao

risco elevado de TEA (ATLADOTTIR et al., 2010). Além disso, a elevagdo das citocinas IFN-
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v, IL-4 e IL-5 no sangue materno ¢ TNFa e MCP-1 no liquido amnidtico ligado ao risco de
autismo (Y. HSIAO, 2012).

Estudos revelam desregulagdo imune marcante no sistema imune neural, periférico
e entérico. No cérebro observa-se ativagdo de microglia e astrocitos, niveis aumentados de
citocinas pro-inflamatorias e expressdo alterada de genes de suscetibilidade ao TEA,
juntamente com a expressdo desregulada de genes relacionados com o sistema imune
(inflamagdo e ativacdo glial) (CUSTODIO et al.,, 2017; VARGAS et al., 2005). A nivel
gastrointestinal, criangas autistas podem apresentar aumento da permeabilidade intestinal,
hiperplasia linfoide, infiltracdo de linfocitos e microbiota intestinal alterada (HSIAO;
PATTERSON, 2012).

As alteracdes imunes estao diretamente relacionadas a severidade dos sintomas do
transtorno. As citocinas no cérebro desempenham papel importante no desenvolvimento
sinaptico, e os componentes tradicionais do sistema imune, como proteinas do complemento e
complexos de histocompatibilidade (MHC), sdo criticos para a poda sinaptica, a plasticidade
neuronal e a padronizagao de circuitos neurais em cérebros normais (GARAY; MCALLISTER,
2010). A nivel periférico, as citocinas estimulam as fibras aferentes do nervo vago, levando,
em ultima instadncia, ao comportamento alterado, além disso, o nocaute de componentes
imunolégicos como RAGI e receptor de célula T, leva ao comprometimento do comportamento
cognitivo, aprendizado e memoria (DANTZER, 2009). No trato gastrointestinal, a microbiota
desempenha um papel importante no desenvolvimento e status do sistema imune. Estudos em
animais germ-free exibem anormalidades nos comportamentos nociceptivos, emocionais,

motores e ansioliticos (HEIJTZ et al., 2011).

1.5. Hipoétese Neuroinflamatoéria

No sistema nervoso central, a inflamag¢ao por bactéria contribui para inimeros
distarbios neurologicos, incluindo doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson, leucomalacia
periventricular, esclerose multipla, traumatismo craniano, lesdo medular e sepse (GRIN’KINA
etal., 2012).

Ha relatos de anormalidades nas células imunologicas periféricas, bem como
associagdes entre variantes de genes para citocinas, seus receptores € HLA nestes distirbios. O
fato de que essa desregulagdo ¢ encontrada no cérebro adulto indica que este ¢ um estado

permanente. Uma vez que esta desregulacdo também ¢ encontrada em criangas (no TEA), a
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sugestdo ¢ que a desregulacdo imune no cérebro comega cedo e ¢ mantida por um mecanismo
de feedback positivo (ESTES; MCALLISTER, 2015; GOTTFRIED et al, 2015;
PATTERSON, 2009).

Algumas linhas de pesquisa mostram que tanto fatores ambientais como genéticos
influenciariam o desenvolvimento de anormalidades na circuitaria neural que leva ao autismo.
A conexdo do sistema nervoso com o sistema imune tém sido muito estudada, tendo achados
nao s6 de alteragdes periféricas, mas também alteragdes neurais (BERNARDI; KIRSTEN;
TRINDADE, 2012; CUSTODIO et al., 2017; PANG et al., 2016)

Células neurogliais, como astrocitos e microglia, juntamente com macréfagos
perivasculares e células endoteliais, desempenham papéis importantes na fun¢ao neuronal e na
homeostase. Microglia e astroglia estdo fundamentalmente envolvidas na organizacao cortical,
orientagdo neuroaxonal e plasticidade sindptica. As células neurogliais contribuem para a
regulagdo do sistema imune no SNC. Os astrocitos, por exemplo, participam da desintoxicagao
do excesso de aminoacidos excitatorios, da manutencdo da integridade da barreira
hematoencefalica e da produgao de fatores neurotroficos (PARDO; VARGAS; ZIMMERMAN,
2005).

Todos os tipos celulares neurais € ndo neurais do sistema nervoso central em
desenvolvimento utilizam citocinas para sinalizagdes autdcrinas e paracrinas, € sabendo que
essas citocinas também participam da modulacdo imune, processos de desenvolvimento
normais mediados por citocinas podem favorecer disturbios por desregulagdao imune, incluindo
em infec¢des maternas e neonatais (BERNARDI; KIRSTEN; TRINDADE, 2012; CUSTODIO
etal., 2017).

1.6. Desafio Imune com LPS

O Lipopolissacarideo (LPS) ¢ uma endotoxina presente na parede celular externa
de bactérias Gram negativas, e funciona como importante fator de viruléncia, por ser capaz de
estimular o sistema imune inato e induzir uma cascata de processos imunoldgicos
desencadeando respostas fisioldgicas, neuroendocrinas, metabolicas e comportamentais
(BISWAS; LOPEZ-COLLAZO, 2009). Sua liberagdo ocorre quando a bactéria se multiplica
ou quando ¢ fagocitada e degradada pelas células de defesa (TUIN et al., 2006).

O LPS possui trés porgdes: 1) o lipidio A, formado principalmente de glicosamina

ligado a fosfatos e longas cadeias de acido graxo, sendo a parte inicial da molécula e responsavel
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pela toxicidade e pelas propriedades pro-inflamatorias; 2) o polissacarideo O, situado na
superficie externa da molécula, ¢ uma cadeia varidvel responsavel pelas mudangas
conformacionais das bactérias; e 3) a regido nuclear, por¢ao capaz de ser reconhecida pelos

anticorpos, liga as porg¢des interna e externa da molécula (CAROFF et al., 2002)

Figura 4. Estrutura quimica do LPS
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Fonte: Adaptado de KUSUMOTO; FUKASE, 2006

Essa endotoxina se liga a receptores proprios e desencadeia vias de sinalizacao
intracelular. Os principais receptores estdo localizados na membrana celular e sdo conhecidos
como Toll-like 4 (TLR4), estes sdo sensores primarios de infec¢do microbianas (POLTORAK
et al., 1998).

O reconhecimento do LPS ¢ mediado por outras moléculas como a proteina CD14,
que pode estar ancorada @ membrana ou solivel na circulagdo, proteina ligadora de LPS (LBP)
e ainda a proteina mieldide diferenciadora 2 (MD-2). Essas moléculas atuam como proteinas
auxiliares, responsaveis por transferir o LPS para o receptor TLR4 (CRUZ-MACHADO, 2010).
Diante do exposto, apos o contato do LPS com o organismo animal, seja por inoculagao direta
da molécula ou infecc¢ao bacteriana, inicia-se uma cascata de respostas no organismo infectado.
O LPS se liga a LBP, uma proteina de fase aguda produzida no figado, formando um complexo
chamado LPS-LBP. Esse complexo transfere o LPS para a superficie de células imunologicas,
onde se liga na proteina de membrana periférica CD14, iniciando a ativacao celular (ADEREM,;
ULEVITCH, 2000; MIYAKE, 2003).

Em seguida, o complexo LPS-CD14 ativa a sinalizag¢@o do receptor TLR4, o qual é
complexado a proteina MD-2, gerando sinal transmembranar para o nicleo. Assim, ocorre uma

série de reagdes em cascata no interior das células que contém este receptor, no caso da periferia
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0 monocito/macrofago, incluindo a ativagdo do MyD88, IRAK, TRAF6, TAK-1, quinase 1kB,
AP-1, dentre outras, at¢ a ativagdo do fator nuclear de transcrigdo NF-kB (envolvido na
neurodegeneracao e desenvolvimento de neurdnios e células da glia e plasticidade) que ativa
genes que codificam proteinas pré-inflamatoérias (citocinas) (ADEREM; ULEVITCH, 2000;
CRUZ-MACHADO, 2010; HAVA et al., 2006).

Figura 5 — Via classica da ativacdo dos receptores por LPS
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Fonte: Adaptado de ADEREM; ULEVITCH (2000)

Apds a exposicdo ao LPS, ocorre um aumento na secre¢do de citocinas pro-
inflamatorias periféricas, moléculas de adesdo, quimiocinas, produ¢do de ciclooxigenase 2
(COX-2) e prostaglandinas, resultando em inflamacao (AVITSUR; YIRMIYA, 1999). Aliado
a isso, o LPS ativa células da glia, como micréglia, astrocitos € os proprios neurdnios. A
ativacdo da microglia resulta na producdo de mediadores inflamatérios e citocinas por
diferentes vias no sistema nervoso central, afetando o metabolismo de neurotransmissores,
como serotonina, dopamina, noradrenalina, acido gama-aminobutirico (GABA), acetilcolina,
neuropeptidios, dentre outros, a ativagdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA),

aumentando os niveis de glicocorticoides e ACTH, e uma diminui¢do de fatores neurotroficos,
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produgdo de 6xido nitrico, causando neuroinflamagio e danos neurais (LORTON et al., 2007;

MCAFOOSE; BAUNE, 2009).

1.7. Modelos Animais

Modelos animais fornecem ferramentas translacionais essenciais para estudar os
mecanismos subjacentes as desordens genéticas humanas, como investigar a influéncia dos
fatores de risco e para desenvolver estratégias de tratamento. Dado que os critérios de definicao
do autismo sdo comportamentais, as investigagdes que empregam modelos animais requerem
uma visdo consideravel de quais comportamentos sdo especificos no diagnostico do autismo.
Os principais procedimentos para ensaiar comportamentos relevantes para os sintomas
associados ao TEA e as alteragdes do desenvolvimento neurologico sdo: mudangas nas
habilidades cognitivas, tendéncias semelhantes a ansiedade, convulsdes, disfungdes motoras,
hiperatividade, resposta a estimulos sensoriais e padrdes de sono alterados em camundongos
(CRAWLEY, 2012).

No entanto, nenhum modelo animal conseguiu reproduzir totalmente um transtorno
exclusivamente humano, como o TEA. Além disso, como sua etiopatogenia ainda permanece
desconhecida, e até o momento nenhum tratamento melhora consistentemente os sintomas
centrais, atualmente ndo ¢ possivel incorporar a validade preditiva de um modelo animal de

autismo (RICCERI; MICHETTI; SCATTONI, 2016).

1.7.1. Valproato de Sodio

Modelos animais utilizando medicamentos sdo propostos como modelos de
autismo. O valproato de sédio foi escolhido para testar este modelo apds relatos de uma relagao
entre o autismo e a exposicao pré-natal a ele.

O valproato de sédio tem efeitos somaticos e teratogénicos semelhantes aos da
talidomida, e como esta ndo tem o mesmo efeito teratogénico em roedores do que em primatas,
o acido valproico ¢ usado para ferir o tronco cerebral de ratos no utero causando disfungao
somatica e do sistema nervoso central (SCHNEIDER; PRZEWLOCKI, 2005)

Em ratos, o tubo neural fecha no 11° dia de gestacdo e, no 12° dia, a producao dos
nucleos motores dos nervos trig€émeo, abducente e hipoglosso estd completa. A exposi¢do a
droga no momento critico do fechamento do tubo neural produz alteragdes no niimero de células

de Purkinje e no volume celular cerebelar, além disso, estudos clinicos em criangas expostas ao
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valproato no utero caracterizaram uma “sindrome do valproato fetal” que mostra semelhangas
fenotipicas com o autismo e inclui déficits na linguagem e na comunicagdo, comportamento
estereotipado e hiperexcitavel e atrasos globais no desenvolvimento comportamental

(WAGNER et al, 2006).

1.7.2. Infecgoes

Os modelos animais de infec¢des pré-natais ou neonatais propdem mimetizar
infec¢des virais e bacterianas durante a gestacdo ou logo apds o nascimento, principalmente
com a administragdo de LPS, virus influenza e acido poliinosinico-policitidilico (Polyl:C),
injetados por vias intravenosa, subcutinea, intraperitoneal e intranasal em roedores (BOKSA,
2010).

Esses modelos apontam para ativacao imune no cérebro fetal em desenvolvimento.
A ativacdo imune maternal no meio da gestacao de animais com Polyl:C (analogo sintético de
RNA viral) ou IL-10 resulta em prole com comportamentos, histologia e expressdo génica
anormal, de modo similar a pacientes autistas (MEYER; YEE; FELDON, 2007; SMITH et al.,
2007).

Nos animais, as alteragdes comportamentais comumente consideradas como sinais
de autismo sdo hiperatividade, reatividade aumentada e estereotipada e alteragdo nas
habilidades de comunicagdo social, sendo a ultima limitada pela baixa sofisticagdo da analise
comportamental em situagdes sociais (FORTIER; LUHESHI; BOKSA, 2007; SMITH et al.,
2007).

Infecgdes bacterianas pré e pos-natais, que podem interferir na producdo de
citocinas pro-inflamatorias, tem se mostrado como possiveis indutoras do autismo. O
tratamento com LPS no meio da gestagdo de ratas, leva a redugdo do comportamento de brincar
nos filhotes e quando adultos reduzem a interacdo social (BOKSA, 2010; KIRSTEN et al.,
2019). O desafio imune com LPS na fase pds-natal em camundongos também desenvolve
alteragdes comportamentais e neuroquimicas na adolescéncia e idade adulta (CUSTODIO et
al., 2017; PANG et al., 2016).

Além disso, sabe-se que a translocagdo de endotoxina bacteriana (LPS) da
microbiota intestinal para a circulagdo sanguinea estimula respostas inflamatdrias sistémicas,
dito isto, além de infecgdes, o desafio com LPS vem a simular um processo disbiotico intestinal

acompanhado de translocacgao bacteriana (KIECOLT-GLASER et al., 2018).
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Os copos da maioria dos animais sdo povoados por comunidades de
microrganismos altamente complexas e geneticamente diversas. A maioria desses
microrganismos reside no intestino em comunidades amplamente estaveis, dinamicamente
interativas, que interagem positivamente com o hospedeiro. Estudos mostram que a exposi¢ao
a estressores afeta a estabilidade da microbiota e leva a translocac¢do bacteriana (BAILEY et
al., 2011; KIECOLT-GLASER et al., 2018).

Modelos de roedores mostraram que alteragdes induzidas por estresse na microbiota
intestinal podem provocar translocacao bacteriana, € que bactérias intestinais contribuem para
a imunopotencia¢do induzida por estresse (AIT-BELGNAOUI et al., 2012; BAILEY et al.,
2011; MASLANIK etal., 2012). Merece destaque o fato de que pacientes com TEA apresentam
importantes alteragdes intestinais que podem ser causa ou consequéncia do transtorno, € que
um aumento da permeabilidade intestinal pode ocasionar em translocacdo bacteriana e

consequente inflamacao sistémica que pode causar ou agravar alteragdes tipo-autista.
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2. HIPOTESE

A administracao neonatal sistémica de LPS em camundongos machos e fémeas

produz alteracdes comportamentais € neuroinflamatorias na infancia semelhantes ao autismo.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
Determinar as alteracdes comportamentais e neuroquimicas desencadeadas pela

administragdo neonatal de lipopolissacarideo de Escherichia coli em animais infantes.

3.2. Objetivos Especificos

1. Determinar em animais tratados com LPS na fase neonatal e avaliados na
infancia, as alteracdes comportamentais analisadas pelos seguintes testes:

- Atividade locomotora e movimentos repetitivos através do teste do Campo aberto;

- Memodria de trabalho através do Labirinto em Y (Y maze);

- Interagdo Social;

2. Avaliar no hipocampo (HC) e cortex pré-frontal (CPF) de animais expostos ao
LPS, as altera¢des neuroquimicas e neuroinflamatorias:

- Avaliar resposta inflamatoria pela atividade da mieloperoxidase (MPO);

- Avaliagdo da expressao de Sinaptofisina, NFkB, Parvalbumina e IBAI;

- Determinagao dos niveis da neurotrofina BDNF.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos e fémeas provenientes do Biotério
Central do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFC, alojados em caixas de
polipropileno, a temperatura média de 24 + 2°C em ciclos de alternancia claro/escuro de 12
horas, recebendo ragdao padrao e agua a vontade. Com 2 meses de idade as fémeas foram
colocadas em acasalamento e as que ficaram prenhas foram colocadas em caixas separadas e
monitoradas diariamente até o dia do parto.

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal
(CEPA) sob niimero de protocolo 91/2017 e os experimentos foram realizados de acordo com

as normas internacionais de uso de animais em experimentacao.

4.2. Drogas
Os animais receberam injeg¢oes de Lipopolissacarideo (LPS) de E. coli, sorotipo
055:B5 (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, EUA) por via intraperitoneal (i.p.), na

concentragdo de 500 pg/kg, dissolvido em solugdo salina estéril.

4.3. Protocolo Experimental

Logo apos o nascimento da prole foi realizada uma permuta dos filhotes de
diferentes maes, a fim de garantir a heterogeneidade genética dos grupos. No 5° ¢ 7° dia ap0Os o
nascimento, os animais foram pesados e receberam tratamento com LPS de E. coli (500 pg/kg)

ou solucdo salina (grupo controle) por via intraperitoneal.

Figura 6 — Demonstragao esquematica do protocolo experimental
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Fonte: Proprio autor.
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Ap6s 21 dias do nascimento, os filhotes foram desmamados e separados por grupo
e sexo, € no 25° dia foram submetidos as avaliagdes comportamentais, eutandsia por
decapitacao.

O hipocampo e o cortex pré-frontal foram dissecados, pesados e imediatamente

armazenados sob refrigeragcdo de -80°C até o dia dos ensaios para avaliagdo neuroquimica.

4.4. Testes Comportamentais

4.4.1. Teste do Campo Aberto

O teste do campo aberto tem como finalidade avaliar a atividade locomotora e
exploratdria dos animais e identificar comportamentos de ansiedade ou depressdo. A arena para
este teste ¢ feita de acrilico (30 x 30 x 15 cm) com o chao dividido em nove quadrantes iguais.
Os animais foram cuidadosamente colocados no centro da arena e sua atividade exploratoria
foi registrada durante 5 minutos, ap6s 1 minuto de habituacdo (ARCHER, 1973). Os parametros
avaliados foram: o nimero de travessias, nimero e tempo de self-groomings (comportamentos
estereotipados), numero de rearings (atividade exploratéria vertical) e nimero e tempo de

passagens no centro do campo.

4.4.2. Teste de Interacdo Social

O aparato do teste consiste em uma caixa de acrilico 60 x 40 cm dividida em 3
camaras através de pequenas aberturas (6 x 6 cm). Nas camaras das extremidades havia uma
gaiola de ferro, uma com um animal desconhecido e do mesmo sexo (cadmara social) e outra
vazia (camara oposta). Os animais teste foram colocados na camara central e tiveram seu
comportamento avaliado por 5 minutos (KAIDANOVICH-BEILIN et al., 2010). Foi avaliado
o tempo gasto em cada uma das camaras e o tempo interagindo com o animal desconhecido, e
a preferéncia social sera definida como: (% o tempo gasto na camara social) — (% o tempo gasto

na camara oposta).
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Figura 7 — Demonstragao esquematica do prototipo do aparato utilizado no teste de interagao social.
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Fonte: MONTE, 2017

4.4.3. Labirinto em Y (Y maze)

O desempenho da memoria de trabalho imediato, ou seja, o comportamento
cognitivo exploratério dos animais foi avaliada através do comportamento de alternacgao
espontanea dos bragos enumerados (1, 2, 3) do labirinto em Y, durante uma tnica sessao
(HUGHES, 2004). O labirinto consiste em 3 bragos idénticos de 30 cm de comprimento, 6 cm
de largura e 20 cm de altura). Cada camundongo foi colocado na extremidade de um braco e
pode se mover livremente através do labirinto durante uma sessao de 8 min. A sequéncia de
entrada nos bracos foi anotada e a percentagem de alternancia correta sera calculada da seguinte
forma: total de alternancias / (total de entradas nos bracos - 2) x 100, como previamente descrito

(DALL’IGNA et al., 2007).

Figura 8 - Demonstracao esquematica do teste do labirinto em Y
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Fonte: Proprio autor
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4.5. Testes Neuroquimicos
O hipocampo e o cortex pré-frontal foram retirados e imediatamente acondicionado

em temperatura a -80°C para realizagao das seguintes avaliagdes neuroquimicas no PN 25.

4.5.1. Expressdo protéica de NFKB, IBA-1, Sinaptofisina e Parvalbumina por
Western Blotting.

Para avaliar a expressao protéica desses alvos moleculares realizou-se o ensaio de
Western Blotting. Seguiram-se sequencialmente as seguintes etapas: extracdo ¢ dosagem de

proteinas e Western Blotting.

4.5.1.1. Preparagdo do Extrato Total de Proteinas

Os tecidos hipocampais e pré-frontais foram homogeneizados manualmente em 2
mL de tampao de lise RIPA (25 mM Tris-HCI pH 7,6; 150 mM NaCl; 5 mM EDTA; 1% NP-
40; 1% triton-X- 100; 1% deoxicolato de sodio; 0,1% SDS ) e inibidor de protease (Sigma
Aldrich, EUA, 1uL de inibidor de protease: 100uL de RIPA) usando um pistdo de vidro
(Potter). Os homogenatos foram centrifugados a 12000 rpm por 10 minutos, sendo os
sobrenadantes, contendo o extrato de proteinas de todos os compartimentos celulares,
coletados. Os pellets residuais foram descartados. A concentracdo de proteinas foi determinada
pelo método de Bradford descrido a seguir. Todos os procedimentos foram realizados com as

amostras imersas em gelo, e em condicdes de boa refrigeracao e condicionamento

4.5.1.2. Método Bradford para dosagem de proteina

A concentragdo de proteinas totais na amostra foi determinada pelo emprego de
reagente de Bradford (Bio-Rad Protein Assay — Dye Reagent Concentrate - BioRad
Laboratories, Hercules, CA, USA). A ligacdo a proteina ocorre quando absor¢ao maxima da
solucdo acida Coomassie Brilliant Blue G-250 muda de 465 para 595 nm. Foram pipetados 160
uL de amostra e 40 pL de solucdo de Bradford nas placas e a leitura foi feita por
espectrofotometro (595 nm), utilizando-se uma curva de calibragdo de albumina bovina sérica

(BSA)de 0,2 a 1,0 mg/ mL.
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4.5.1.3. Western Blotting

Inicialmente, preparou-se 50 pg de proteina referente a cada amostra, adicionando
tampao da amostra (BioRad, EUA 65,8 mM Tris-HCI, pH 6,8; 26,3% glicerol; 2,1% SDS;
0,01% azul de bromofenol) e B-mecaptoetanol (BioRad, EUA), vortexando por 10 s, aquecendo
no banho maria (95°C, 5 min) e centrifugando (10000 rpm, 4°C, 30s). Em seguida, realizou-se
a eletroforese vertical de proteinas em gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) a 60V nos
primeiros 15 min para deposi¢ao das amostras no fundo do pogco e 120V para o restante da
corrida, onde foi utilizado o gel a 10% e tampao de corrida (25 mM Tris; 192 mM glicina; 1%
SDS). Foi usado o Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™ (Biorad, EUA) como padrao de
peso molecular de proteinas. Apos a corrida, efetuou-se a transferéncia por eletroforese das
proteinas do gel para a membrana de PVDF (BioRad, EUA, Fluoreto de polivinilideno) a 100V
por duas horas em tampao de transferéncia (25 mM Tris; 192 mM glicina; 20% metanol). Apds
esta etapa, as membranas foram bloqueadas por uma hora em agitagdo constante, para reduzir
as ligagdes inespecificas, com 5% BSA (Sigma-Aldrich, EUA) diluido em tampao salina Tris-
HCI suplementado com Tween 20 (TBST- 20 mM Tris pH 7,5; 150 mM NaCl; 0,1% Tween
20). Em seguida, realizou-se a lavagem das membranas com TBST, sendo trés lavagens por 5
minutos cada. Na etapa seguinte, as membranas foram incubadas, overnight a 4°C sob agitagdo
constante, com 0s anticorpos primarios anti-parvalbumina (1:1000; Abcam, USA) IgG, ou anti-
sinaptofisina (1:1000, SantaCruz Biotechnology), ou anti-NFkB (1:1000 SantaCruz
Biotechnology), ou anti-Ibal (1:1000, Rheabiotech), ou anti-B-actina (1:1000, Rheabiotech)
diluido em 1% de BSA em TBS-T. Apos esta etapa, realizaram-se trés lavagens de 10 min cada
com TBS-T. As membranas foram incubadas com os anticorpos secundarios HRP-goat anti-
rabbit IgG (1:1000; Invitrogen, USA) ou HRP-goat anti-mouse IgG (1:1000; Sigma, USA) por
duas horas em temperatura ambiente. Decorrido este tempo, as membranas foram lavadas 4
vezes, duracdo de 5 minutos cada, com TBS-T. Enfim, adicionou-se o reagente de
quimioluminescéncia (BioRad, EUA, Clarity western ECL blotting substrate) e as membranas
foram agitadas por 5 minutos. As imagens das bandas foram capturadas por um sistema de
ChemiDoc MP System (Biorad, EUA). A densidade das bandas foi mensurada por meio do
software ImagelLab Biorad (Biorad, EUA).
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4.5.2. Quantificacdo de BDNF por ELISA

As areas cerebrais dissecadas foram homogeneizadas em 9 volumes de tampao PBS
(137 mM NaCl — 8,0 g, 2,7 mM KCI - 0,2 g, 10 mM Na2HPO4 anidro — 1,189 g, 2 mM
KH2PO4 - 0,2 g, 4gua destilada q.s.p. — 1.0 L, pH: 7,2 — 7,4) com coquetel inibidor de protease
(Sigma-Aldrich) e posteriormente centrifugadas (12000 rpm, 30 min, 4°C). Os sobrenadantes
das amostras foram coletados e usados no ensaio. Em seguida, o protocolo foi realizado de
acordo com as orientagdes do fabricante: para BDNF (mouse/human BDNF, R&D Systems,
USA). Por fim, as placas foram lidas na absorbancia de 450 nm e a concentragao de BDNF foi

expressa em pg/mg de tecido.

4.5.3. Ensaio para Mieloperoxidase (MPO)

A mieloperoxidase (MPO) ¢ uma enzima presente nos granulos de neutréfilos. Essa
enzima ¢ utilizada como indicador de processo inflamatorio, mais especificamente, como
marcador para o contetido de neutr6filos dos tecidos. Neste ensaio, a H>O; € clivada por meio
da MPO liberada das amostras de tecido por homogeneizagao com tampao HTAB (detergente).
O radical oxigénio resultante se combina com diidrocloreto de e-dianisidina, o doador de
hidrogénio, que ¢ convertido a um composto colorido. O aparecimento deste composto, ao
longo do tempo, ¢ medido por espectrofotometro para determinar o contetdo de MPO do
ensaio. Apds a decapitacdo, as areas cerebrais foram homogeneizadas (50mg/ml) em uma
solugdo de brometo de hexadeciltrimetilamonio 0,5% (HTAB) em tampao fosfato 50mM , ph
6,0. Em seguida, os homogenatos foram centrifugados (14000 rpm, 4°C) por 2 minutos. Foram
retirados 30uL do sobrenadante da amostra e adicionados a placa de ELISA juntamente com
200pL da solugdo contendo 0,167 mg/ml de hidrocloreto de 6- dianisidina e 0,0005% de
peroxido de hidrogénio. A absorbancia foi medida nos tempos 0 € 3 minutos com comprimento

de onda de 450mn.

4.6. Analise Estatistica

Os dados foram analisados por andlise de varidncia univariada de duas vias
(ANOVA) com o teste post hoc de Tukey considerando os fatores "LPS" (controle e LPS) x
"Sexo" (macho e fémea). O nivel de significancia foi estabelecido em P< 0,05. As analises

foram realizadas com o software GraphPad Prism (Versao 7.00 para Windows).
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5. RESULTADOS

5.1. Resultados Comportamentais

No teste do campo aberto, avaliamos a atividade locomotora, o comportamento
tipo-ansioso e presenca ou ndo de movimentos repetitivos e estereotipia. Na atividade
locomotora houve significancia na interagdo “sexo” x “LPS” (ANOVA: [F (1,29) = 4,469, P =
0,0432]), mas ndo houve significancia quando realizada a andlise grupo a grupo pelo teste de

Tukey (Fig. 9).
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Figura 9 — Atividade locomotora no campo aberto em animais machos e fémeas ap6s desafio imune neonatal de
LPS. As barras representam média £ SEM. Andlise estatistica por ANOVA de duas vias seguida por Tukey post

test.
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Também houve interacdo significativa entre “sexo” x “LPS” na analise do niimero
de groomings (Fig. 9A) (ANOVA: [F (1,36) = 6,521, P = 0,0150]), e o teste de Tukey
evidenciou maior comportamento de grooming em machos tratados com LPS quando
comparados com os machos controle (P = 0,0156). Ja na avaliagao da capacidade exploratoria

vertical dos animais (rearing), ndo houve alteracdo significativa (Fig. 10B).

Groomings
(5 min)
s

T
2-
@ SALINA
0- ; ; LPS 500 pg/kg
MACHO FEMEA
B
151
c:nA 104
o
§ £ T T
(14 e 5-
0' T L
MACHO FEMEA

Figura 10 — Efeito do desafio inume neonatal no nimero de groomings (A) e rearings (B) no campo aberto em
animais machos e fémeas. As barras representam média = SEM. Anadlise estatistica por ANOVA de duas vias

seguida por Tukey post test. *P < 0,05.
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Observou-se também que camundongos machos desafiados com LPS apresentaram
uma diminuicao significativa do tempo gasto no centro do campo aberto (P = 0,0242) quando
comparados com os respectivos animais controle (Fig. 11). Adicionalmente, observou-se um
aumento do tempo gasto no centro do campo nos animais machos tratados com salina quando
comparados com as fémeas tratadas também com solucdo salina (P = 0,0011) (ANOVA de
tempo no centro: “sexo” x “LPS” [F (1,19) =7,627, P =0,0124]; “sexo” isoladamente [F (1,19)
=12,49, P =0,0022]).
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Figura 11 - Atividade locomotora (tempo gasto no centro) no campo aberto em animais machos e fémeas ap6s
desafio imune neonatal de LPS. As barras representam média + SEM. Analise estatistica por ANOVA de duas

vias seguida por Tukey post test. *P < 0,05, **P < 0,01.
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Conforme observado na figura 12, houve interagdo significativa entre “sexo” x
“LPS” no teste de interagao social (ANOVA: [F (1,35) = 5,895, P = 0.0205]). Além disso, o
fator “LPS” (ANOVA: [F (1,35) = 5,789, P =0.0215]) e o fator “sexo” (ANOVA: [F (1,35) =
7,733, P = 0.0087]), isoladamente, deram significancia estatistica. O teste de multiplas
comparagdes revelou que apenas as fémeas que sofreram desafio imune com LPS apresentaram

diminuicdo na % preferéncia social (P = 0,0074).
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Figura 12 — Efeito do desafio inume neonatal em % de preferéncia social em animais machos e fémeas. As barras

representam média + SEM. Analise estatistica por ANOVA de duas vias seguida por Tukey post fest. **P < 0,01.

Em relacdo a avaliacdo da memoria de trabalho no labirinto em Y, o fator “LPS”
mostrou significancia (ANOVA: [F (1,34) = 19,84, P < 0,0001]). O teste post hoc mostrou que
os camundongos machos (P = 0,0058) e fémeas (P = 0,0465) tratados com LPS tiveram déficits

na memoaria de trabalho quando comparados com seus respectivos controles (salina) (Fig. 13).
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Figura 13 — Efeito do desafio inume neonatal na % de alternancias corretas no labirindo em Y em animais machos
e fémeas. As barras representam média + SEM. Analise estatistica por ANOVA de duas vias seguida por Tukey

post test. *P < 0,05, **P < 0,01.
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5.2. Resultados Neuroquimicos

A andlise dos niveis de BDNF no CPF revelou significancia estatistica no fator
“LPS” (ANOVA: [F (1,28)=13,69, P =0,0009]), ja no teste de multiplas comparagdes mostrou
diminui¢do importante dos niveis cerebrais de BDNF nas fémeas tratadas com LPS em
compara¢do com as fémeas tratadas com salina (P = 0,0175) (Fig. 13B). No hipocampo, houve
significancia apenas nos fatores “sexo” (ANOVA: [F (1,27) = 7,238, P = 0,0121]) e “LPS”
(ANOVA: [F (1,27)=8,53, P =0,0070]) isoladamente. Apesar dos niveis terem diminuido nos
animais desafiados com LPS, nao houve relevancia estatistica, segundo o teste de Tukey (Fig.

14A).
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Figura 14 — Niveis de BDNF [Hipocampo (A) Cortex Pré-frontal (B)] em animais machos e fémeas apds desafio
imune neonatal de LPS. As barras representam média £ SEM. Analise estatistica por ANOVA de duas vias seguida

por Tukey post test. *P < 0,05.
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J& na andlise estatistica do IBA1, foram observadas significancia nos fatores “sexo”
(ANOVA: [F (1,9) = 5,703, P = 0,0407]) e “LPS” (ANOVA: [F (1,9) = 8,475, P = 0,0173]),
isoladamente. O teste post hoc mostrou que as fémeas desafiadas com LPS diminuiram a
expressao de IBA1 no hipocampo, quando comparado com seu respectivo controle (P =0,0455)
(Fig. 15A). Nao houve alteracdes significativas na avaliagdo do CPF dos camundongos machos

e fémeas (Fig. 15B).
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Figura 15 — Niveis de IBA1 [Hipocampo (A) Cortex Pré-frontal (B)] em animais machos e fémeas apos desafio
imune neonatal de LPS. As barras representam média £ SEM. Analise estatistica por ANOVA de duas vias seguida

por Tukey post test. *P < 0,05.
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Na avaliagdo das dosagens de parvalbumina, ndo houve interacao significativa entre
os fatores, porém, o teste T ndo paramétrico demonstrou diminui¢ao da expressao nas fémeas
tratadas com LPS em comparagdo ao seu respectivo controle no hipocampo (Fig. 16A) (P =

0,0171). No cortex pré-frontal nao houve significancia estatistica (fig. 16B).
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Figura 16 - Niveis de Parvalbumina [Hipocampo (A) Cortex Pré-frontal (B)] em animais machos e
fémeas apos desafio imune neonatal de LPS. As barras representam média £ SEM. Analise estatistica por ANOVA

de duas vias seguida por teste T ndo paramétrico. *P < 0,05.



44

A atividade da mieloperoxidase (Fig. 17) se mostrou reduzida em ambas as areas
analisadas (HC: P = 0,0062 ¢ CPF: P = 0,0104) nas fémeas desafiadas em relagao as fémeas
controle. No CPF houve, ainda, interagcdo significativa entre “sexo” x “LPS” (ANOVA: [F
(1,24) = 5,342, P = 0.0297]). Além disso, o fator “LPS” (ANOVA: [F (1,24) = 6,613, P =
0.0167]) e o fator “sexo” (ANOVA: [F (1,24) = 14,14, P = 0.0010]), isoladamente, deram
significancia estatistica. No hipocampo, apenas o fator “LPS” mostrou relevancia estatistica

(ANOVA: [F (1,24) = 13,72, P =0.0011]).
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Figura 17 — Atividade da MPO [Hipocampo (A) Cortex Pré-frontal (B)] em animais machos e
fémeas apos desafio imune neonatal de LPS. As barras representam média £ SEM. Analise estatistica por ANOVA

de duas vias seguida por Tukey post test. *P < 0,05.
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De acordo com a figura 18, as dosagens de sinaptofisina no HC (Fig. 18A) e no
CPF (Fig. 18B) e NFkB no HC (Fig. 18C) e no CPF (Fig. 18D) ndo mostraram resultados

estatisticamente relevantes para nenhum dos fatores analisados.
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Figura 18 - Niveis de Sinaptofisina [Hipocampo (A) Cortex Pré-frontal (B)] e NFkB [Hipocampo (C) Cortex Pré-
frontal (D)] em animais machos e fémeas apos desafio imune neonatal de LPS. As barras representam média +

SEM. Analise estatistica por ANOVA de duas vias seguida por Tukey post fest.
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Os quadros abaixo demonstram o resumo de todos os resultados obtidos nesse
estudo através dos testes comportamentais (Quadro 1) e neuroquimicos (Quadro 2) realizados,

segundo os parametros analisados ¢ a manifestacdo de acordo com o género:

Quadro 1 — Resumo dos resultados comportamentais obtidos no presente estudo

Teste Parametro LPS Macho LPS Fémea
Interacao Preferéncia Nao
Social social significativo l
Labirinto em Alternancias
% corretas l l
Groomings T Nao
significativo
. Nao ~
Campo Aberto Rearing . . Nao
significativo . .
significativo
T ~
empo no l Nio
centro . .
significativo

Quadro 2 - Resumo dos testes neuroquimicos obtidos no presente estudo

Teste Area Cerebral LPS Macho LPS Fémea
HC Nao significativo Nao significativo
BDNF
CPF Nao significativo L
HC Nao significativo
MPO l
CPF Nao significativo l
HC Nao significativo
Parvalbumina l
CPF Nao significativo Nao significativo
HC Nao significativo
IBA1 T
CPF Nao significativo Nao significativo
HC Nao significativo Nao significativo
Sinaptofisina
CPF Nao significativo Nao significativo
HC Nao significativo Nao significativo
NF-xB
CPF Nao significativo Nao significativo
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6. DISCUSSAO

Nossos resultados mostraram que o desafio imune neonatal com LPS de E. coli (PN
5 e 7) provocou alteracdes comportamentais € neuroquimicas em regioes cerebrais especificas
de forma diferenciada em camundongos machos e fémeas. Observamos que machos e fémeas
apresentaram prejuizos na memoria de trabalho, mas apenas os machos apresentaram
comportamento tipo-ansioso e estereotipado com movimentos repetitivos. Por outro lado, as
fémeas tiveram uma redugdo significativa na capacidade de interacdo social. Nas avaliagdes
neuroquimicas, apenas as fémeas apresentaram diminui¢ao significativa dos niveis de BDNF e
da atividade da enzima MPO (no CPF), e aumento dos niveis de IBA1 (no HC) e redugdo de
parvalbumina (no HC)

Desafios imunes pelo uso de particulas virus miméticas como poly [:C e por
LPS em periodos criticos do desenvolvimento (pré-natal ou neonatal) vem sendo utilizados
como modelos animais para o estudo de transtornos neurodesenvolvimentais, com o intuito de
simular infec¢des durante as fases iniciais da vidae sua relacio com o desenvolvimento
de TEA e esquizofrenia, visto que evidéncias epidemiologicas fortes vém demonstrando esta
associa¢do nas Gltimas décadas (BERNARDI; KIRSTEN; TRINDADE, 2012; CUSTODIO et
al., 2017; FORTIER; LUHESHI; BOKSA, 2007; HAVA et al., 2006; KIRSTEN; PALERMO-
NETO; BERNARDI, 2012; PANG et al., 2016; PATTERSON, 2009; SMITH; NAYLOR,
2014). Além de infecgdes, o desafio com LPS vem a simular um processo disbiotico intestinal
acompanhado de translocagao bacteriana (KIECOLT-GLASER et al., 2018). Merece destaque
o fato de que pacientes com TEA apresentam importantes altera¢des intestinais que podem ser
causa ou consequéncia do transtorno (HEIJTZ et al., 2011; SHARON et al., 2019).

No presente estudo, camundongos foram desafiados no PN 5 e 7 (periodo do
neurodesenvolvimento correspondente ao ultimo trimestre de gestagdo humana) e avaliados no
PN 25 (correspondente a 4-5 anos no humano em comparagao etoldgica), portanto as alteragoes
comportamentais e neuroquimicas foram realizadas em animais infantes. A decisdo de avaliar
animais infantes foi baseada no fato de que nesse periodo da infancia, as alteracdes
comportamentais do TEA se tornam marcantemente evidentes, desta forma estudos pré-
clinicos com o objetivo de avaliar asconsequéncias desenvolvimentais de
eventos neuroimunes nesse periodo contribuem para o melhor o entendimento sobre a base

biologica da doenca e das diferengas de sexo subjacentes a ela (SEMPLE et al., 2013).
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E importante mencionar que a maioria dos estudos realizados até o presente
momento utilizou o desafio imune com LPS no dia gestacional 9.5 ou PN 3 e/ou 5 (KIRSTEN
et al., 2019; KIRSTEN; PALERMO-NETO; BERNARDI, 2012; PANG et al., 2016; SMITH;
NAYLOR, 2014; TISHKINA et al., 2016). O dia neonatal de exposi¢ao ao LPS pode ser
bastante relevante no desenvolvimento das alteragdes previstas no modelo, visto que condizem
com momentos neurodesenvolvimentais diferentes. Até o PN 3, ainda ha o estabelecimento da
barreira hematoencefalica e o desenvolvimento do sistema imune, enquanto que nos PNs 5-10,
o sistema imunolégico ja estd consolidando, havendo aumento da densidade axonal e dendritica
e pico da gliogénese (ANDERSEN, 2003; RAMENGHI; FUMAGALLI; SUPRAMANIAM,
2018; SEMPLE et al., 2013).

O presente trabalho vem em continuidade ao estudo previamente conduzido pelo
nosso grupo de pesquisa utilizando o desafioimune com LPS nosPNs5 e 7 e
avaliando camundongos machos e fémeas nos PNs35 e 70, ou seja, respectivamente
adolescéncia ¢ idade adulta (CUSTODIO et al., 2017). Nesse contexto, levando em
consideragdo que o autismo se manifesta de forma caracteristica no inicio da infancia, optamos
por avaliar os animais mais precocemente, no PN 25, com o objetivo de entender quais
alteragcdes comportamentais e neuroquimicas comec¢am a se manifestar nesta fase da vida, e que
podem indicar possiveis estados prodromicos. Merece destaque o fato de que o LPS ¢ um dos
fatores de risco relacionado ao desenvolvimento do autismo.

Conforme mencionado anteriormente o TEA apresenta influéncia do sexo na sua
incidéncia e gravidade dos sintomas, sendo a prevaléncia do TEA de 4 homens para cada 1
mulher. Com o intuito de avaliar o viés do sexo nas alteragdes induzidas pelo LPS avaliamos o
comportamento de camundongos machos e fémeas. Nossos resultados no PN25 mostraram que
0 desafio imune por LPS causou prejuizos de memoria de trabalho em ambos os sexos.
Interessantemente, no estudo prévio conduzido por Custddio et al., 2017, o desafio com LPS
nesse mesmo periodo desenvolvimental resultou em alteragdes de memoria de trabalho apenas
em animais machos no PN35 (CUSTODIO et al., 2017). Apesar da maioria dos estudos
anteriores nao terem avaliado os comportamentos de animais fémeas, os resultados encontrados
nos machos corroboram com estudos realizados em ratos Wistar jovens e adultos que sofreram
desafio pré-natal com LPS (DG 9.5) (KIRSTEN et al., 2019; KIRSTEN; PALERMO-NETO;
BERNARDI, 2012). Este dado nos mostra que possivelmente este comportamento
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alterado desenvolvido pelo desafio com LPS nas fémeas infantes pode ser reprimido em idades
mais avancadas, permanecendo apenas no macho.

Outra alteracdo importante evidenciada em nossos resultados foi um marcante
comportamento tipo-ansioso, somente nos machos, por meio da diminui¢do do tempo no centro
e no aumento no nimero de groomings no campo aberto. Esse padrio tipo-ansioso dos machos
evidenciado no nosso estudo, estd de acordo com trabalhos prévios do nosso grupo de estudo
em que os animais machos obtiveram o mesmo padrao comportamental no PN 35. Porém, no
PN 70, esses sujeitos demonstraram uma normalizagdo tanto do comportamento ansioso
quanto no comportamento repetitivo-estereotipado no teste do campo aberto, sugerindo uma
atenuagdo dessas alteragdes na vida adulta (CUSTODIO et al., 2017). Esses resultados
corroboram ainda parcialmente estudo anterior em que ratos Wistar machos sofreram desafio
neonatal com LPS no PN 3 e 5 e foram avaliados na adolescéncia (PN 33-36) e idade adulta
(PN 101-107), havendo comportamento tipo-ansioso avaliado pelo niumero de entradas no
centro da arena do campo aberto nas duas idades em estudo (TISHKINA et al., 2016). Como
podemos observar, alguns comportamentos se mantém com o avangar da idade, enquanto outros
tendem a desaparecer. Este resultado nos mostraa importancia de avaliar os padrdes
comportamentais em diferentes idades.

O TEA ¢ um transtorno heterogéneo, com manifestacdes variaveis e de diagndstico
exclusivamente clinico. A alta prevaléncia no sexo masculino pode ocorrer, também, por
diferentes alteragdes comportamentais observadas no sexo feminino, ou seja, uma apresentacao
atipica da doenga neste sexo.

Além do déficit na memoria de trabalho, as fémeas apresentaram uma importante
diminui¢do na capacidade de interagdo social, enquanto os machos ndo apresentaram esse
prejuizo. No estudo prévio realizado por nosso grupo em animais adolescentes e adultos (PN
35 e 70) nao houveram diferencas significativas na performance social dos animais submetidos
a este desafio, mostrando que possivelmente em animais desafiados com LPS e neste
periodo desenvolvimental, a doenga ndo se manifesta com grande comprometimento social em
idades mais avangadas (CUSTODIO et al., 2017). A auséncia de comprometimento social
importante nos animais adolescentes e adultos, mas ndo nos infantes, nos mostra que este
desafio imune em animais neonatos pode estar relacionado ao desenvolvimento do subtipo leve

de TEA. De fato, esta observagdo ¢ meramente especulativa, devido ao fato da dificuldade em
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observar certos comportamentos tipicamente humanos em animais, como iniciar € manter uma
conversa.

Os sintomas mais tipicos do TEA sdo déficits sociais, de comunicagdo e
comportamento repetitivo. Mostramos que a exposi¢do neonatal de camundongos ao
LPS prejudica a memoria de trabalho em ambos os sexos, enquanto causa prejuizos de
habilidades sociais (em fémeas), e induz comportamento tipo-ansioso e repetitivo (em machos).
Portanto, com esses resultados, podemos dizer que nosso modelo de desafio imune
induz comportamentos relevantes para o TEA em animais infantes, tendo variagdes fenotipicas
dependentes da idade e do sexo.

O BDNF ¢ um membro da familia das neurotrofinas e ¢ encontrado no SNC e no
sangue periférico. E importante para o desenvolvimento normal do sistema nervoso periférico
e central e desempenha um papel fundamental na sobrevivéncia neuronal, plasticidade
sinaptica, orientacdo axonal, morfologia celular, formacdo de memoria e cogni¢do no
cérebro adulto (SIUDA et al., 2017). Estudos clinicos mencionam que o BDNF pode ser um
biomarcador importante na diferenciacdo de autismo tipico (fendtipo clinicamente grave) e
atipico (fendtipo clinicamente mais leve).

Em relagdo as concentragdes de BDNF, observou-se uma diminui¢do dos niveis
dessa neurotrofina no cortex pré-frontal das fémeas em relagdo aos controles. Nossos resultados
corroboram com um estudo realizado em camundongos C-57BL, onde avaliaram os efeitos do
desafio imune materno no desenvolvimento do cérebro fetal. A inflamagdo foi induzida por
LPS no DG 17, e os animais foram avaliados durante o desenvolvimento pos-natal (PN 1, 7,
14, 21 e 270). Os niveis de BDNF foram significativamente mais baixos no grupo tratado com
LPS, em comparagdo com os controles no PN 21, em todas as areas analisadas (GOLAN et al.,
2005). Outros estudos realizados com desafio imune pré e pds-natal € mencionam o aumento
dos niveis cerebrais de BDNF (CUSTODIO et al., 2017; KIRSTEN et al., 2019; KIRSTEN;
PALERMO-NETO; BERNARDI, 2012).

Niveis diminuidos de BDNF podem indicar comprometimento no
mecanismo neuroprotetor, como ¢ visto em outras doencas neuropsiquiatricas, como a
depressao e o transtorno bipolar, o que justifica nossos achados, considerando que
as concentragdes da neurotrofina foram determinadas em animais infantes.

No presente estudo, ativacdo microglial foi associada a niveis elevados

da expressao proteica do marcador IBA-1 no hipocampo das fémeas desafiadas com LPS. Uma
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ativacao elevada da microglia € neurotéxica e causa a produgao de fatores citotoxicos. Portanto,
o aumento da expressdo de citocinas pro-inflamatdrias derivadas da microglia ¢ prejudicial aos
neurdnios, podendo sobrecarregar as defesas antioxidantes do cérebro, e prejudicar a apoptose
de células neuronais. Esses dados corroboram com estudos realizados com ativacdo imune
com LPS em que houve aumento da expressdao de IBA1 em machos 48 h apos a administracao
dessa endotoxina (PANG et al., 2016; SMITH; NAYLOR, 2014). Em consonancia com o0s
nossos resultados, estudos realizados com a exposi¢ao neonatal de LPS demonstraram aumento
nos niveis proteicos de IBA-1 em camundongos machos adultos (KATAFUCHI et al., 2012;
MELLO, 2017).

Aumento de reagdes oxidativas ¢ inflamatorias no cérebro tém sido associadas a
degeneracao de interneurénios GABAérgicos de disparo rapido que apresentam a proteina
parvalbumina, portanto chamados neuronios parvalbumina. Estes neurdnios estdo muito
envolvidos na homeostase das fungdes cerebrais como memoria, sendo um achado
importante na esquizofrenia e no TEA, incluindo em modelos animais e humanos com estes
transtornos (HASHEMI et al., 2017). Na determinagao da expressao de parvalbumina,
obtivemos niveis reduzidos no hipocampo das fémeas desafiadas com LPS em relacdo ao
controle. Os neurdnios parvalbumina convertem sinal de entrada excitatdrio em sinal de saida
inibitorio. Diferentemente do nosso estudo de desafio imune, CUSTODIO et al. (2017)
encontrou niveis reduzidos dos neurdnios de parvalbumina apds exposi¢ao neonatal ao LPS em
animais machos adultos enquanto WISCHHOF e colaboradores (2015) encontraram niveis
reduzidos da expressdo da parvalbuminano CPF em ratos Wistar machos e fémeas que
sofreram desafio pré-natal com LPS (CUSTODIO etal., 2017; WISCHHOF et al., 2015).

No presente estudo, encontrados um aumento da expressao de IBA-1 e reducao
de parvalbumina no HC das fémeas desafiadas. Esse resultado reforca os efeitos inflamatorios
e oxidativos causados pela exposi¢dao neonatal ao LPS. O aumento de IBA-1 nos sugere uma
ativacao microglial que gera estresse oxidativo e apoptose neuronal, justificando a reducao dos
niveis de parvalbumina, por, possivelmente, haver a destrui¢do de neurdnios parvalbumina.

Nao foram vistas alteragdes significativas no fator de transcrigdo NF-xB, embora
tenhamos visto uma redu¢do na atividade da enzima MPO. Esta enzima estd relacionada a
imunidade inata e tem sua atividade associada a processos oxidativos/inflamatorios. Com base
neste achado necessitamos de uma avaliagdo mais profunda do perfil de ativagdo microglial,

desde que o marcador IBA1 mostra um aumento da microglia, mas nao o estado de ativagao da
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mesma, ou seja, se pro- ou anti-inflamatorio. Portanto, uma importante limitagdo do presente
trabalho foi a auséncia de avaliacdo do perfil da micréglia destes animais. Pode ser que
mecanismos protetores estejam ocorrendo nas fémeas e que estes sejam responsaveis pela
remissao de alguns dos sintomas observados nestes animais infantes e ndo mais observados em

animais adolescentes e adultos.
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7. CONCLUSAO

Nossos resultados mostraram a influéncia do sexo nas alteracdes comportamentais
e neuroquimicas no modelo animal de TEA induzido por desafio imune neonatal com LPS no
PN 5 e 7, com fémeas apresentando prejuizo na preferéncia social e déficits na memoria de
trabalho, enquanto os machos apresentando déficits na memoria de trabalho associado
a comportamento tipo-ansioso € comportamento estereotipado. No caso das fémeas as
alteragdes comportamentais foram acompanhadas por expressao hipocamnpal aumentada de
IBAT1, niveis diminuidos de parvalbumina, e da atividade da MPO, enquanto no CPF ocorreram

alteragdes no BDNF e diminuicdo na atividade da MPO.
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