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RESUMO 

 

Adversidades precoces na vida, como infecções e estresse, estão relacionados à manifestação 

de transtornos neuropsiquiátricos, tais como autismo e esquizofrenia. Estas alterações podem 

ser desencadeadas por mecanismos inflamatórios e/ou neurotróficos. Neste contexto 

decidimos realizar uma ampla gama de testes comportamentais e neurobiológicos, como a 

participação da indolamina 2,3-dioxigenase (IDO) - a primeira enzima de degradação do 

triptofano que limita a velocidade na via das quinureninas, associada a diminuição da 

serotonina (5-HT) e do ácido quinolínico (um composto neurotóxico) - , interleucinas, 

estresse oxidativo e de outros marcadores neuroquímicos relevantes ao estudo em 

camundongos swiss machos e fêmeas periadolescentes [dia pós-natal (PN) 35] e adultos 

(PN70) desafiados neonatalmente (PN 5 e 7) com Lipopolissacarídeo (LPS) da cepa 

Escherichia coli, com o intuito de contribuir com a determinação dos chamados períodos 

críticos do desenvolvimento, possibilitando no futuro a prevenção e o tratamento de alterações 

nos períodos mais prejudiciais, o que viabilizará uma melhor qualidade de vida para o 

paciente, familiares e para a sociedade, bem como  a redução nos gastos com saúde pública 

com patologias desencadeadas pela exposição ao LPS durante o neurodesenvolvimento. Uma 

vez que os transtornos do neurodesenvolvimento são influenciados pelo sexo, avaliamos 

camundongos machos e fêmeas. Os camundongos machos desafiados com LPS apresentaram 

comportamento tipo-depressivo, ansiedade, comportamento repetitivo e déficits de memória 

de trabalho no PN35, enquanto no PN70 só os comportamentos de ansiedade e tipo-

depressivo foram mantidos. As fêmeas apresentaram déficits de inibição pré-pulso (IPP) em 

ambas as idades estudadas. As alterações neuroquímicas foram determinadas no córtex pré-

frontal (CPF), hipocampo (HC) e hipotálamo (HT). Observamos aumento de interleucina (IL-

4) (CPF, HC e HT) e níveis diminuídos de IL-6 (CPF, HC e HT). Ocorreu aumento do fator 

neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) (HC) em ambos os sexos e idades avaliadas. 

Apenas camundongos machos desafiados com LPS apresentaram aumento da atividade de 

mieloperoxidase (MPO) no HC na adolescência e idade adulta e aumento dos níveis de 

interferon gama (IFNγ), nitrito, expressão da IDO e diminuição da parvalbumina quando 

adulto. Na via das quinureninas, houve diminuição de serotonina (5-HT)(HC) somente em 

camundongos machos, enquanto o ácido quinolínico (QUIN) diminuiu em ambos os sexos no 

PN70. Em conjunto, essas foram as principais diferenças comportamentais e neuroquímicas 

observadas no presente estudo entre machos e fêmeas que sofreram o desafio imune neonatal 

por LPS. Concluímos que o desafio por LPS neonatal desencadeia um espectro de 
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comportamentos e alterações neurobiológicas que se manifestam durante a adolescência e se 

assemelham ao transtorno do espectro autista inespecífico (atípico), sendo, possivelmente, um 

modelo relevante para o estudo das diferenças deste transtorno. 

 

Palavras-chave: Desafio imune neonatal. Lipopolissacárideo. Neurodesenvolvimento. 

Transtorno do espectro autista (TEA). Diferença de sexo. 
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ABSTRACT 

 

Early life adversities, such as infections and stress, are related to the manifestation of 

neuropsychiatric disorders, such as autism and schizophrenia. These changes may be triggered 

by inflammatory and / or neurotrophic mechanisms. In this context, we decided to carry out a 

wide range of behavioral and neurobiological tests, such as the participation of indolamine 

2,3-dioxygenase (IDO) - the first tryptophan degradation enzyme that limits the speed in the 

kynurenine pathway, associated with a decrease in serotonin And interleukins, oxidative 

stress, and other neurochemical markers relevant to the study in male and female swiss mice 

(postnatal day (PN) 35) and neonatal challenged adults (PN70) (PN 5 and 7) with 

Lipopolysaccharide (LPS) of the strain Escherichia coli, with the purpose of contributing to 

the determination of the so-called critical periods of development, making it possible in the 

future to prevent and treat changes in the most harmful periods, Quality of life for the patient, 

family and society, as well as the reduction in Gies triggered by LPS exposure during 

neurodevelopment. Since neurodevelopmental disorders are influenced by sex, we evaluated 

male and female mice. Male mice challenged with LPS showed type-depressive behavior, 

anxiety, repetitive behavior and working memory deficits in the PN35, whereas in PN70 only 

the anxiety and depressive-type behaviors were maintained. Females had pre-pulse inhibition 

(PPI) deficits at both ages studied. Neurochemical changes were determined in the prefrontal 

cortex (CPF), hippocampus (HC) and hypothalamus (HT). We observed increased interleukin 

(IL-4) (PFC, HC and HT) and decreased levels of IL-6 (PFC, HC and HT). There was an 

increase in brain-derived neurotrophic factor (BDNF) (HC) in both sexes and ages evaluated. 

Only male mice challenged with LPS showed increased myeloperoxidase (MPO) activity in 

HC in adolescence and adulthood and increased levels of interferon gamma (IFNγ), nitrite, 

IDO expression, and parvalbumin decrease in adult. In the kinurenin pathway, serotonin (5-

HT) (HC) decreased only in male mice, whereas quinolinic acid (QUIN) decreased in both 

sexes in PN70. Together, these were the main behavioral and neurochemical differences 

observed in the present study between males and females who underwent neonatal immune 

challenge by LPS. We conclude that the challenge for neonatal LPS triggers a spectrum of 

neurobiological behaviors and changes that occur during adolescence and resemble non - 

specific (atypical) autistic spectrum disorder, possibly being a relevant model for the study of 

the differences of this disorder. 

Keywords: Neonatal immune activation. Lipopolysaccharide. Neurodevelopment. Autistic 

Spectrum Disorder (ASD). Difference of sex. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 As adversidades da primeira infância podem desencadear transtornos 

neuropsiquiátricos (KESSLER et al. 1997). As conseqüências imediatas e duradouras dessas 

adversidades foram estudados em modelos animais baseados, por exemplo, na exposição 

neonatal ao estresse (ROTH et al., 2009) ou por meio da administração intracerebral ou 

sistêmica de endotoxina, o lipopolissacarídeo (LPS) (PANG et al., 2003; PANG et al., 2016).  

 

 O LPS é o principal constituinte da membrana externa de bactérias Gram negativas. 

Trabalhos prévios mostram que a administração neonatal de LPS imita alterações fisiológicas 

e comportamentais induzidas por uma infecção bacteriana Gram negativa (ALEXANDER; 

RIETSCHEL, 2001) que é de alta prevalência durante o período pré-natal e neonatal. Não 

apenas isso, o  desafio neonatal com LPS em roedores pode imitar desequilíbrios precoces na 

microbiota do intestino, também referida como disbiose intestinal. Na verdade, observou-se 

que crianças infectadas pelo HIV que não estavam em terapia apresentaram translocação 

microbiana do intestino, considerada uma das principais causas de ativação imune 

(PILAKKA -KANTHIKEEL et al., 2014), sendo LPS plasmático um marcador desta ativação 

imunitária (VASSALLO et al., 2012). 

 

 As alterações comportamentais a longo prazo induzidas pela exposição pré- e pós-

natal de roedores ao LPS variam de comportamentos semelhantes ao autismo [induzidos pelo 

desafio no dia embrionário 9,5 (KIRSTEN et al., 2013) ou pelo desafio neonatal no dia pós-

natal (PN) 3 (PANG et al., 2016)], alterações tipo esquizofrenia [induzidas por LPS em PN 15 

e 16] (WISCHHOF et al., 2015)] a comportamentos de ansiedade [Induzida pelo desafio de 

LPS nas PN 3 e 5) (WALKER et al., 2009)] e tipo-depressão (TISHKINA et al., 2016). É 

importante mencionar que a ansiedade pode ocorrer em até 65% dos pacientes com 

esquizofrenia (TEMMINGH; STEIN 2015) e nos transtornos do espectro autista (TEA) 

(CHALFANT et al., 2007). 

 

 Até a presente data, poucos estudos associaram a exposição pós-natal precoce ao LPS 

com a ocorrência de alterações comportamentais relacionadas ao TEA. Neste contexto, um 

estudo demonstrou que o desafio de LPS no PN3 resultou em disfunções na comunicação 

(avaliadas no PN10) e cognitivas (avaliadas no PN40). Esses autores associaram as 
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anormalidades neurocomportamentais desencadeada por LPS no desafio neonatal com TEA 

(PANG et al., 2016). 

 

 O autismo é um transtorno do desenvolvimento neurológico caracterizado por déficits 

interação, cognição, dificuldades com a linguagem e comportamento repetitivo / restrito. Este 

transtorno é 4-5 vezes mais prevalente em homens, além de apresentar uma importante 

influência do sexo na manifestação dos sintomas (LAI et al., 2015).  

 

 A ocorrência de sintomas distintos entre os sexos torna o diagnóstico de TEA em 

mulheres mais difícil. As dificuldades na avaliação são parcialmente responsáveis pela 

subestimação da prevalência desse transtorno em mulheres (BEGGIATO et al., 2016). É 

importante destacar que, até a presente data, poucos estudos pré-clínicos avaliaram influências 

sexuais nas alterações neurobiológicas presentes no TEA. As alterações neurobiológicas 

subjacentes parecem depender da gravidade deste transtorno. Nesse sentido, os níveis séricos 

do Fator Neurotrófico Derivado do Cérebro (BDNF) foram significativamente maiores em 

pacientes portadores de Autismo atípico (fenótipo clinicamente mais suave sem 

comprometimento cognitivo importante) em comparação com os controles, mas não em casos 

típicos de TEA (fenótipo clinicamente grave com importante comprometimento cognitivo) 

(KASARPALKAR et al., 2014). A desregulação imune caracterizada por níveis anormais de 

citocinas como a interleucina (IL) -6, IL-4, IFN-γ é observada no autismo (GOINES; 

ASHWOOD, 2013). Esta desregulação imune observada na TEA também está relacionada a 

altos níveis de produção de óxido nítrico (NO). De fato, crianças com TEA apresentam níveis 

plasmáticos mais altos de NO, este aumento possivelmente está ligado à atividade do 

interferon gama (IFN-γ) (SWEETEN et al., 2004).  Além  disso, os neurônios imunorreativos 

de parvalbumina (putativamente, GABAérgico) foram associados com déficits cognitivos e 

sintomas negativos de esquizofrenia e autismo.  

 

 A indolamina 2,3-dioxigenase (IDO) é uma enzima de catabolização do triptofano, 

cuja atividade é induzida pela inflamação, sendo relacionada com achados de 

comportamentos tipo-depressivo. Esta enzima está associada à via das quinureninas, e o 

aumento de sua atividade leva à produção do metabólito ácido quinolínico resultando em 

danos neuronais por estresse oxidativo através da estimulação dos receptores de NMDA. 

Estudos demonstraram que a expressão de IDO pode ser regulada por outros estímulos 
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inflamatórios além do IFNγ,  incluindo o LPS (CONNOR et al., 2008; NISAPAKULTORN et 

al., 2009).  

 

 De acordo com o exposto, nós hipotetizamos que as alterações induzidas por LPS na 

cognição, ansiedade e/ou depressão, relatadas em alguns estudos anteriores podem não ser um 

sintoma isolado, mas parte de um transtorno mais complexo, como TEA ou esquizofrenia, que 

não poderiam ser totalmente avaliadas nesses estudos prévios devido às avaliações 

comportamentais limitadas. Portanto, conclusões conflitantes foram observadas em estudos 

pré-clínicos prévios ao nosso sendo que acreditamos que as alterações comportamentais a 

longo prazo induzidas pela exposição precoce ao LPS podem refletir sintomas de 

sobreposição entre TEA e esquizofrenia (STONE; IGUCHI, 2011) tendo a ansiedade e 

depressão como co-morbidades. Assim, o presente estudo foi projetado para realizar um 

amplo espectro de testes comportamentais e neurobiológicos como uma tentativa de contribuir 

para um melhor conhecimento sobre as consequências comportamentais e neuroquímicas do 

desafio imune neonatal por LPS. 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Neurodesenvolvimento e a interferência de eventos adversos precoces  

 

O desenvolvimento do cérebro é um processo notável. Células progenitoras nascem se 

diferenciam e migram para suas posições definitivas. Importantes conexões sinápticas são 

formadas de axônios e dendritos que preparam potencialmente o campo para a codificação de 

informações para o resto da vida. No cérebro de mamíferos, as sinapses e os receptores 

presentes na maioria das regiões cerebrais são produzidos em excesso e eliminados quase que 

pela metade durante duas fases da vida: imediatamente antes do nascimento (poda neuronal)  

e durante as transições da infância, adolescência, até a idade adulta. Este processo resulta em 

diferentes períodos críticos e sensíveis do desenvolvimento do cérebro. Dessa forma, o 

cérebro tornou-se um tema desafiador para corresponder às necessidades do ambiente. A 

exposição a elementos positivos e negativos (por exemplo, desafios imunes) antes da 

adolescência pode interferir sobre a formação final do cérebro do adulto de um modo que 

difere da exposição a esses mesmos elementos após a adolescência (ANDERSEN, 2003; 

DANTZER, 2008; CALLAGHAN, 2008; CZAPSKI et al., 2010; TAVARES et al., 2011; 
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ZUNSZAI, 2012, GRIN´KINA, 2012), estas exposições em diferentes fases da vida podem 

ter conseqüências diversas ainda pobremente conhecidas.  

 

Os processos do neurodesenvolvimento ocorrem em fases (figura1), preparando o 

palco para períodos potenciais de vulnerabilidade. Desse modo, acredita-se que insultos no 

início da vida serão assimilados em inervações padrões do cérebro, enquanto insultos depois 

da fase pré-puberal causarão mudanças funcionais que podem ser mais adaptativas.  

 

Figura 1 - Etapas de desenvolvimento do cérebro e diferentes janelas de vulnerabilidade: 

 

 

Fonte: ANDERSEN, 2003 

 

 Os dias pós-natais (PNs) 1-3 em roedores correspondem a 23-32 semanas de gestação 

humana, sendo um período caracterizado pelo desenvolvimento do sistema imunológico e 

estabelecimento da barreira hemato-encefálica.  Já nos PNs 5-10, o sistema imunológico está 

se consolidando, enquanto a densidade axonal e dendrítica estão aumentando, assim como a 

gliogênese está em pico. Portanto, os PNs de exposição ao LPS têm relevância para as 

alterações comportamentais e neurobiológicas observadas em diferentes fases da vida que 

podem ser característicos de transtorno do TEA, esquizofrenia, ansiedade e depressão. 

Achados moleculares têm sido usados para mostrar similaridades entre humanos e roedores, 
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dando suporte à visão de que alterações comportamentais são ligadas a mudanças moleculares 

(CLAYPOOLE et al, 2016.; ABAZYAN et al., 2010, ASHWOOD et al., 2010, 2011; 

CAREAGA et al., 2010; GARAY; MCALLISTER, 2010; MULLER; ACKENHEIL, 1998; 

PACE; HEIM, 2011; SCHWARZ; BILBO, 2012; WATNABE et al., 2010; MACRAE et al., 

2015; SCHWARZ et al., 2011; PANG et al., 2016).  

  

2.2 Desafio imune neonatal por LPS 

 

 A ativação imunológica do início da vida regula a programação do desenvolvimento 

cerebral e influencia o comportamento na vida adulta. O sistema imunológico está envolvido 

no desenvolvimento do cérebro de forma significativa, e vários tipos de ativações 

imunológicas neonatais exercem influências sobre o cérebro e comportamento na idade adulta 

(YANG, et al., 2016). 

 

 O desafio imune neonatal por LPS -  endotoxina da parede celular de bactérias Gram 

negativas (ex. Escherichia coli) -  maior fator de virulência dessas bactérias (figura 2) - 

desencadeia alterações neurobiológicas que resultam na amplificação das reações 

inflamatórias sistêmicas por toda a vida (MACRAE, 2015). 

 

Figura 2 - Micrografia eletrônica de Escherichia coli (a), juntamente com uma representação esquemática da 

localização do LPS na parede celular bacteriana (b). Também é mostrada a arquitetura (c) do LPS e a estrutura 

primária do seu centro tóxico, o componente de lípido A (d): 

 

Fonte: BEUTLER; RIETSCHEL, 2003 
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 A inflamação da primeira infância é comumente associada à interrupções de memória 

espacial em uma variedade de tarefas comportamentais (DINEL et al., 2014, VORHEES et 

al., 2015 e ZHANG; VAN PRAAG, 2015). Além disso, estudos demonstram a existência de 

"janelas críticas" durante as quais um desafio imune deve acontecer para que resultados 

comportamentais específicos ocorram (HARRÉ et al., 2008). Essas interrupções também são 

mediadas de maneira dependente do tempo em relação à trajetória de quando elas são 

expressas (ou seja, adolescência versus idade adulta). Portanto, dois eventos podem ocorrer 

pela ativação imunológica no início da vida: i) modulação direta ou interrupção do 

neurodesenvolvimento ou ii) alteração da resposta neuroimune a um desafio imune 

subseqüente na idade adulta (MACRAE, 2015). 

  

 Independente do modelo utilizado, parece bem estabelecido por estudos que a 

exposição neonatal aos LPS afeta o desenvolvimento por longa duração, com mudanças de 

comportamentos e alterações neuroendócrinas (BARTH et al., 2016; ZOLBANIN et al., 

2013; LUNARDELLI, 2013; BOISS et al., 2004; SHANKS et al., 2000), ficando claro que 

intervenções nestes períodos importantes provocam o que tem sido chamado de 

―programming‖, ou seja, uma ―marca‖ no desenvolvimento de diferentes sistemas que 

permanecem e se perpetuam ao longo da vida (CHINTAMANENI et al., 2014; XIONG & 

ZHANG, 2013; BILBO et al., 2005). 

 

2.3 Alterações imunológicas e neurotróficas produzidas por desafio imune neonatal com 

LPS 

 O sistema imunológico tem um papel crítico na função cerebral, no desenvolvimento, 

saúde e doença (CLAYPOOLE et al, 2016). As células imunocompetentes primárias do 

cérebro, a microglia, estão cada vez mais implicadas na etiologia de muitos distúrbios 

neuropsiquiátricos (RICO et al., 2010). A ativação imunológica durante o desenvolvimento 

neonatal, um tempo de enorme maturação e maior vulnerabilidade a fatores ambientais como 

uma infecção bacteriana (MCGOWAN, 2015), tem mostrado afetar a função microglial no 

cérebro (WILLIAMSON et al., 2011), susceptibilidade à doença, reatividade ao estresse e 

neuropsicopatologias (WILLIAMSON; BILBO, 2013; SCHWARZ; BILBO, 2012; 

WILLIAMSON et al., 2011; MOUIHATE et al., 2010; BILBO; SCHWARZ, 2009; 

KARROW, 2006; SPENCER et al., 2006). Uma vez que o LPS entra em contato com o 

organismo animal, seja a partir de uma bactéria Gram-negativa como a E. coli, ou pela 

administração direta do mesmo, inicia-se uma série de respostas no organismo infectado 
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(Figura 3). Esta endotoxina pode atuar em macrófagos, monócitos, neutrófilos, plaquetas 

sanguíneas e células endoteliais (SALUKJUSZCZAK; WACHOWICZ, 2005). 

 

 O LPS que se encontra no plasma liga-se a uma proteína de fase aguda do hospedeiro, 

o LBP (proteína ligadora de LPS, ou lipopolysaccharide binding protein), produzida no 

fígado do animal, formando um complexo chamado de LPS:LBP. O complexo transfere o 

LPS para a proteína de membrana periférica CD14 na superfície dos macrófagos, iniciando a 

ativação celular (FENTON; GOLENBOCK, 1998; ADEREM; ULEVITCH, 2000; MIYAKE, 

2003; MURPHY et al., 2010). O novo complexo formado, chamado de LPS:CD14, ativa a 

sinalização do receptor semelhante ao Toll (ou toll-like receptor, TLR)-4, ao qual é 

complexada à proteína MD-2, gerando o sinal transmembranar para o núcleo. Dentro do 

macrófago ocorre uma série de reações em cascata, incluindo a atuação de MyD88, IRAK, 

TRAF6, TAK-1, quinase IkB, AP-1, dentre outras (algumas ainda não elucidadas), até a 

ativação do fator nuclear de transcrição NF-kβ (envolvido na plasticidade, desenvolvimento e 

neurodegeneração em neurônios e células da glia), que ativa os genes que codificam as 

proteínas envolvidas na defesa contra a infecção, que são as citocinas pró-inflamatórias (IL1β, 

IL6, TNFα) (ADEREM; ULEVITCH, 2000; HARJU et al., 2005; HAVA et al., 2006; 

ROMERO et al., 2007; MURPHY et al., 2010) (Fig.3). 

 

 Diversas regiões do cérebro expressam receptores para citocinas tanto na glia quanto 

nos neurônios (AVITSUR; YIRMIYA, 1999). No SNC as citocinas podem modular 

neurotransmissores centrais como dopamina, serotonina, noradrenalina, ácido gama-

aminobutírico (GABA), acetilcolina, neuropeptídeos, dentre outros. Atuam ainda na 

diferenciação e crescimento neuronal, na migração dos neurônios para seus alvos e na 

modificação da plasticidade sináptica. Portanto, em níveis fisiológicos, as citocinas 

desempenham importantes papeis no cérebro, como, por exemplo, na neurogênese, 

neuromodulação, na memória e no sono (LORTON et al., 2006; MCAFOOSE; BAUNE, 

2009). Porém, as citocinas podem causar morte celular durante o desenvolvimento cerebral 

(DANTZER, 2005; GOLAN et al., 2005; DUNN, 2006; HAVA et al., 2006), ativar o eixo 

HPA com a liberação do fator liberador de corticotrofina do hipotálamo, que secreta o 

hormônio adrenocorticotrópico da glândula pituitária, resultando em aumento de 

glicocorticóides na corrente sanguínea periférica. Esses glicocorticóides têm função básica de 

frear a ativação do sistema imune. Em níveis elevados no SNC e em exposições crônicas são 
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prejudiciais ao indivíduo, sendo conhecido como o hormônio do estresse, podendo causar 

danos, como por exemplo, a morte de neurônios (SAPOLSKY, 2000) (Figura 3).  

 

Figura 3 - Mecanismos de ação do LPS 

 

Fonte: Figura adaptada de GAIKWAD et al., 2016 

 

 Estudos anteriores descrevem ainda, desequilíbrios no fator neurotrófico derivado do 

cérebro (BDNF), na resposta hipocampal e periférica de leptina e nos níveis de 

mieloperoxidase (MPO), redução na expressão de neurônios imunorreativos a parvalbumina e 

outras modificações crônicas precipitadas pela ativação imune sistêmica, como as alterações 

comportamentais (COYLE et al., 2003; MEYER et al., 2008a, SHI et al., 2003; 

PATTERSON, 2009) observadas nos testes de nado forçado (aumento no tempo de 

imobilidade animal), em vários parâmetros do teste de campo aberto (aumento do tempo no 

meio, grooming), comportamento de risco avaliado pelo teste de odor do gato, déficits 

sensório-motor no testes de inibição pré-pulso, interação social e labirinto em Y (memória) 

(KIRSTEN, 2012). 

 

 LPS é ainda capaz de produzir a enzima óxido nítrico sintase, que leva a produção do 

óxido nítrico (Figura 3), que é um importante mediador inflamatório, com ação 

vasodilatadora, podendo agir também no SNC (ROCHE et al., 2006; MURATORE et al., 
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2009).  Sabendo disso, o estresse oxidativo tem sido proposto como um mecanismo 

subjacente a interrupções em modelos animais de ativação imune, bem como esquizofrenia e 

autismo (DO et al., 2000; BOSKA, 2010; GU et al., 2015).  

 

 Conforme previamente mencionado, alterações sutis no ambiente imune perinatal 

podem alterar o curso normal de desenvolvimento, aumentando potencialmente a 

susceptibilidade ao insulto secundário ao SNC e predispondo a transtornos neuropsiquiátricos 

como esquizofrenia e autismo na idade adulta (BROWN et al., 2004; SHI et al., 2003; 

RANTAKALLIO et al., 1997; HOMIG et al., 1999). Durante a vida neonatal precoce, o 

potencial neurogênico é progressivamente restringido à zona subventricular dos ventrículos 

laterais e à zona subgranular (SGZ) do giro denteado do hipocampo, com a sua persistência ao 

longo da idade adulta (GAGE  et al., 1998; ERIKSSON  et al., 1998; CURTIS et al., 2007). 

Esta hipótese apoia o papel importante do hipocampo na aprendizagem e na memória. Sob 

condições fisiológicas, a microglia tem numerosas funções, incluindo a manutenção sináptica 

(TREMBLAY  et al., 2010) e a fagocitose de células recém-nascidas no hipocampo (SIERRA 

et al., 2010). Em resposta a alterações patológicas no microambiente do SNC, a microglia 

assume rapidamente um fenótipo "upregulated" ou "ativado"; sofrendo alterações na 

morfologia e expressão do antígeno de superfície, e sintetizando numerosas citocinas pró- 

e/ou anti-inflamatórias (KREUTZBERG et al., 1996; HANISCH  et al., 2002; DAVALOS et 

al., 2005; NIMMERJAHN et al., 2005). No nível mais amplo este fenótipo ativado pode ser 

classificado como proinflamatório (M1) ou anti-inflamatório (M2) (COLTON et al., 2009), 

uma categorização dependente da natureza do perfil inflamatório geral de cada célula, que é 

influenciado pela natureza e duração do estímulo inflamatório (BUTOVAKY et al., 2006; 

CACCI et al., 2008). A microglia exibe tanto o potencial neuroprotetor como o potencial 

neuro-regenerador (BUTOVAKY et al., 2006; STRIET et al., 2002) e, além disso, abrigam 

atividade microbicida, facilitada pela produção e liberação de espécies reativas de oxigênio 

(INNAMORATO et al., 2009; SMITH et al., 2014) (Figura 3). 

 

 Outros estudos têm focado em mecanismos potenciais que podem ligar os transtornos 

neurodesenvolvimentais induzidos por inflamação ao metabolismo do triptofano (TRP) 

(Figura 4), particularmente no cérebro, onde uma redução na biodisponibilidade do triptofano 

pode afetar a neurotransmissão serotoninérgica e desempenhar um papel sinérgico na indução 

de sintomas depressivos (WIDNER et al., 2002; NEUMEISTER, 2003; FITZGERALD et al., 

2008).  
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Figura 4 - A inflamação por LPS no metabolismo do TRP 

 

 

Fonte: adaptada de YIRMIYA et al., 2015 

 

 O aminoácido TRP é o precursor da serotonina (5-HT) e da melatonina pela ativação 

da triptofano-hidroxilase (TH). O TRP serve como o precursor da via das quinureninas. Pela 

ativação da IDO, a primeira enzima de degradação do TRP que limita a velocidade na via das 

quinureninas (RAISON et al., 2006, O'CONNOR et al., 2009a, b). Quando o TRP é desviado 

pela via das quinureninas há, portanto, menos substrato disponível para formar 5-HT e 

melatonina. Apesar de a quinurenina (KYNA) não possuir atividade biológica até o momento 

(CAPURON et al., 2002, RUDDICK et al., 2006), ela serve como substrato na produção de 

vários metabólitos neuroativos, incluindo ácido quinurênico (KYN) e ácido quinolínico 

(QUIN) (GUILLEMIN et al., 2005) (Figura 5). A desregulação mediada pela inflamação na 

via das quinureninas tem sido implicada como um contribuinte para uma série de principais 

transtornos cerebrais (PÉREZ-DE LA CRUZ et al., 2007), incluindo a depressão (DANTZER 

et al., 2008a) e a esquizofrenia (ARAÚJO, 2015)(Figura 4). 
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Figura 5 - Via das quinureninas 

 

Fonte: STONE; DARLINGTON , 2002. 

 

 O IFNγ é o principal indutor da atividade da IDO (O'CONNOR et al., 2009c), 

contudo, foram  relatadas vias independentes de IFNγ na ativação da IDO (FUJIGAKI et al., 

2001; JUNG et al., 2007; CONNOR et al., 2008). Estudos sugeriram que existe uma via 

metabólica funcional da quinurenina no SNC (GÁL; SHERMAN, 1980; STONE; CONNICK, 

1985) e que vários tipos de células expressam IDO, mas apenas a microglia mantém todas as 

enzimas necessárias para produzir 3-hidroxiquinurenina (3-HK) e QUIN (GUILLEMIN et al., 

2001, 2005). A expressão de IDO pode ser induzida em microglia murina primária com 

estímulos tais como TNFα, LPS e IFNγ (KWIDZINSKI et al., 2005) (Figura 4). Verificou-se 

ainda que o LPS induz a expressão de IDO em culturas de células primárias da glia de rato 

sem um aumento no IFNγ detectável (AGAUGUE et al., 2006; CONNOR et al., 2008). 

Estudos anteriores demonstraram que o LPS i.p. induz a expressão de IDO no cérebro (O' 

CONNOR et al., 2009a), mas o tipo de célula que a produz não foi identificado, causando 

alterações na via das quinureninas associados a resultados comportamentais correspondentes 
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aos modelos de depressão e ansiedade. A microglia, bem como astrócitos, células endoteliais 

e neurônios, são todos capazes de produzir IDO (DANTZER et al., 2008a). 

 

2.4 Transtornos neuropsiquiátricos relacionados ao desafio imune neonatal com LPS 

 

 As estreitas inter-relações entre o sistema imunológico e o sistema nervoso estão bem 

documentadas, mas pouco elucidadas. O sistema nervoso controla o funcionamento do 

sistema imunitário enquanto que as células imunes afetam a atividade nervosa principalmente 

através de mecanismos de sinalização mediados por citocinas. Essas interações são 

particularmente importantes na ontogenia precoce quando a diferenciação e a maturação dos 

neurônios ocorrem em regiões específicas do cérebro. Vários eventos no sistema imunológico 

dos recém-nascidos podem contribuir para o desenvolvimento de anormalidades 

comportamentais e transtornos neuropsiquiátricos em adolescentes e adultos (HORNIG et al., 

1999; SHI et al., 2003). 

 

 Em roedores recém-nascidos, a infecção bacteriana ou a administração de LPS 

mostram ter efeitos a longo prazo em diferentes funções cerebrais. Dependendo da dose de 

LPS, do modo e da repetição da administração durante o período neonatal, ocorre dano ao 

SNC de diferentes gravidades e os efeitos em roedores adolescentes ou adultos podem ser 

bastante diversos (TISHKINA et al., 2016) (Quadro 1). 

 

 As perturbações do neurodesenvolvimento que acompanham alguns desafios imunes 

são interessantes, dadas as suas semelhanças com o momento e a expressão fenotípica do 

autismo e da esquizofrenia por exemplo, particularmente no que se refere ao funcionamento 

cognitivo (ZUCKERMAN et al., 2003, MEYER et al., 2006b e BOKSA, 2010). Os paralelos 

na patogênese e a inflamação precoce também abrangem comportamento tipo-depressivo, 

ansiedade e déficits sociais que cursam com alterações neurobioquímicas. Estudos em 

modelos animais fornecem um apoio convincente para o crescente corpo de evidências 

epidemiológicas de que as etiologias de algumas doenças psiquiátricas em seres humanos são 

de origem neurodesenvolvimental (Quadro 1). A exposição a vários insultos durante o período 

crítico de desenvolvimento, incluindo a do estresse materno pré-natal e a infecção / ativação 

imune neonatal, alteram a estrutura e a função do cérebro fetal, agindo assim como fatores de 

risco para aparecimento de psicose mais tarde na vida (MEYER; FELDON, 2010; BILBO e 

SCHWARZ, 2009).  
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Quadro 1 - Associação do LPS com transtornos neuropsiquiátricos de acordo com o período 

neurodesenvolvimental de exposição: 

 

Período de Exposição 

(NN - neonatal) ou (PN - 

posnatal) dias* 

Dose de LPS Alterações Observadas Transtorno 

Neuropsiquiátrico 

associado 

Autores 

 

 

NN 9,5 

 

 

100 μg/kg 

Déficits comunicação, 

cognição, medo 

Comportamento 

repetitivo/restrito 

↑IL1-β 

 

 

Autismo 

KIRSTEN, 2012 

 

 

NN 15 e 16  

 

 

100 μg / kg 

↓IPP 

↓memória 

↓Paravalbumina 

Hipomielinização 

Déficits cognitivos 

 

 

Esquizofrenia 

WISCHHOF et 

al., 2015 

 

 

PN 3  

 

 

1 mg/kg 

Fenótipos mistos 

microgliais (M1, M2) 

↓comunicacão 

↓interação 

Déficits cognitivos 

 

 

Autismo 

PANG et al., 

2016 

 

 

PN 5 

 

 

1 mg/kg 

↑ TNFα, IL1β, IL6,iNOS 

Hipomielinização 

Lesão no desenvolv. 

subst. branca 

 

 

Autismo 

PANG et al., 

2003 

 

PN 3 e 5 

 

50 μg/Kg 

↑comportamentos de 

ansiedade 

↑corticosterona 

 

Ansiedade 

WALKER et al., 

2009 

 

PN 3 e 5 

 

50 μg / kg 

↑estresse oxidativo 

↓interação social 

 

Depressão 

MACRAE et al., 

2015 

 

 

 

PN 3 e 5 

 

 

 

50 μg/Kg 

↑comportamentos de 

ansiedade e depressão 

↑corticosterona 

Comprometimento no 

eixo HPA e  HC 

(neuroplasticidade e 

memória) 

 

 

 

Depressão 

THISHKINA et 

al., 2016 

 

PN 3 e 10 

 

100 mg/Kg 

↓TNFα, IL-6, IL-10 

↑Neutrófilos 

 BARTH  et al., 

2016 
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PN 4 e 6 

 

 

6 mg/kg  

↓peso corporal e cerebral 

Hipoplasia cerebelar 

Perda neuronal 

Mielinização retardada 

 CARDOSO et 

al., 2015 

 

PN 7 e 9 

 

500 μg/Kg 

 

↓ Parvalbumina CPF 

 

Esquizofrenia 

JENKINS et al., 

2009 

 

 

PN 10 

 

 

100 μg/Kg 

↑peso corporal 

↑ingestão de alimento 

↑leptina sérica 

↓citocinas HT 

 

 

Depressão 

IWASA et al., 

2010 

 

PN 14 

 

100 μg/Kg 

↑IL-6 sérica  

↑cox-2 HT 

 

Depressão 

KENTNER et 

al., 2010 

 

Fonte: próprio autor 

 

Os transtornos neuropsiquiátricos associados ao desafio imune nas fases iniciais do 

desenvolvimento neurológico com LPS são: Esquizofrenia, Transtornos de Ansiedade, 

Depressão e Transtorno do Espectro Autista (TEA). 

 

Esquizofrenia 

 

 A esquizofrenia é um grave transtorno mental crônico e incapacitante, que afeta 

aproximadamente 1% da população em geral, com perturbações das funções cognitivas, 

sociais e comportamentais, comprometendo o pensamento, a vontade própria, percepção, 

afeto e interação social. As causas são ainda desconhecidas, variando desde influências 

genéticas, fatores ambientais, disfunções de áreas cerebrais, alterações fisiopatológicas e 

comprometimentos neurodesenvolvimentais (ARAÚJO, 2015; MONTE, 2013; MORERA-

FUMERO; ABREU-GONZALEZ, 2013). Evidências sugerem que um desequilíbrio no 

sistema imune em períodos críticos do neurodesenvolvimento estaria envolvido na patogênese 

da esquizofrenia (RIBEIRO, 2013; BORELLA , 2013; MULLER; J. SCHWARZ, 2010). Os 

sintomas geralmente começam no final da adolescência ou início da idade adulta (15-25 anos) 

com incidência maior em homens (MEYER; FELDON, 2010). O início da esquizofrenia 

geralmente é precedida por uma fase prodrômica, caracterizada por sintomas psicóticos 

subliminares, alta probabilidade de um histórico familiar de esquizofrenia e um declínio nas 

tarefas do cotidiano (DE LA FUENTE-SANDOVAL et al., 2011). As anormalidades do 

período psicótico são chamadas sintomas positivos porque refletem a presença de 

comportamentos anormais como delírios, paranóia, alucinações visuais e auditivas, 
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pensamentos desordenados e incoerentes e perda da associação normal entre as idéias. Os 

sintomas do período não psicótico são chamados de sintomas negativos, pois são 

caracterizados pela a ausência de comportamentos sociais e interpessoais. Geralmente são 

crônicos e os mais difíceis de tratar, como retraimento social, apatia, anedonia e alogia. Já os 

sintomas cognitivos da esquizofrenia envolvem distúrbios nas funções executivas, como 

perda de memória, incapacidade de manter a atenção e falta de percepção (MONTE, 2013; 

MEYER; FELDON, 2010). 

 

Transtornos de Ansiedade 

 

 Considerada por especialistas como um mal dos tempos modernos, a ansiedade vem 

tomando conta do Brasil e do mundo. Trata-se de um dos transtornos neuropsiquiátricos mais 

comuns que pode levar à redução da qualidade de vida e afetar o funcionamento cognitivo em 

seres humanos. Subestimado por décadas, esse transtorno mental pode inviabilizar a vida 

social e a profissional. Levantamentos da Organização Mundial da Saúde (OMS), mostram 

que atualmente cerca de 65% da população mundial sofre de transtornos de ansiedade 

[transtorno de ansiedade generalizada (TAG), transtorno obsessivo-compulsivo (TOC), 

transtorno do pânico, estresse pós-traumático, fobias (agorafobia, fobia social) e ansiedade 

induzida por substâncias]. O Brasil tem aparecido sempre entre os primeiros das listas da 

organização. Segundo a Previdência Social, os transtornos mentais já são a terceira razão de 

afastamentos do trabalho no Brasil, sendo que os gastos do INSS (Instituto Nacional do 

Seguro Social) giram em torno de R$ 200 milhões em pagamentos de benefícios anuais 

(SANTOS; SIQUEIRA, 2010). Esta desordem é uma condição emocional complexa 

relacionada com o aumento da excitação fisiológica e comportamental após a exposição a 

eventos estressantes. Os estudos realizados até o momento em animais têm mostrado achados 

conflitantes dos efeitos da exposição neonatal ao LPS no desenvolvimento de 

comportamentos relacionados ao aumento de ansiedade  (WALKER et al., 2004; 

SOMINSKY et al., 2012), diminuição ou ausência de alteração (SPENCER et al., 2005; 

TENK et al., 2013;  WANG et al., 2013) em roedores. A etiologia está relacionada a genética 

e a exposição a fatores externos, como o estresse do dia a dia e a qualidade de vida. Com a 

prevalência no sexo feminino e fatores de risco como: trauma na infância, doenças 

concomitantes, associação de outros trantornos de personalidade (ex. borderline), genética e 

abuso de substâncias. Os sinais e sintomas englobam alterações de pressão arterial 

(hipotensão ou hipertensão), tremores, sudorese, espasmos musculares, fadiga, dificuldade de 
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concentração, irritabilidade, distúrbios do sono, inquietação, cefaléias, náuseas, alterações 

gastrointestinais (diarréia, vômito), medo (MAJIDI-ZOLBANIN et al., 2013).  

  

Depressão  

 

Figurando como um dos mais prevalentes transtornos psiquiátricos da humanidade, a 

depressão está relacionada a um conjunto de alterações comportamentais, emocionais e de 

pensamento, tais como: afastamento do convívio social, perda de interesse nas atividades do 

dia a dia, embotamento afetivo, perda do prazer nas relações interpessoais, sentimento de 

culpa ou autodepreciação, tristeza, melancolia, baixa auto estima, desesperança, diminuição 

ou ausência de apetite, alterações de peso e do sono, sensação de falta de energia e vigor e 

dificuldade de concentração (CUSTÓDIO, 2012; MAES et al., 2010; EISENBERGER, 

2010). Com uma estimativa de 350 milhões de pessoas afetadas mundialmente, a depressão é 

a principal causa de incapacidade em todas as faixas etárias, desde os jovens até os idosos, 

prevalecendo em mulheres. Esse transtorno neuropsiquiátrico pode acarretar em 

suicídio, cerca de 800 mil pessoas morrem a cada ano, sendo a segunda principal causa de 

morte entre pessoas com idade entre 15 e 29 anos (OMS, 2016).  

 

 Além do papel bem estabelecido das disfunções do sistema monoaminérgico na 

fisiopatologia da depressão, a hipótese neuroinflamatória mostra uma convicta ligação entre 

depressão e fenômenos inflamatórios. Existe uma comunicação bidirecional entre o sistema 

imunológico e o cérebro. Essa comunicação neuroimune é relevante e essencial para montar 

as respostas imunológicas, fisiológicas e comportamentais adequadas. Estas respostas 

imunes/inflamatórias inatas elevadas no cérebro estão implicadas na etiologia de vários 

distúrbios psiquiátricos, incluindo depressão trantornos de ansiedade, autismo e esquizofrenia. 

O desafio imune é um importante fator predisponente no desenvolvimento desses distúrbios e 

uma fonte potencial de inflamação no cérebro. A este respeito, um desafio imune, agudo ou 

crônico, irá desencadear sinais inflamatórios periféricos e centrais (CUSTÓDIO, 2012; 

MELLO, 2013; RIBEIRO, 2013). 

 

2.5 Transtorno do Espectro Austista (TEA) 

 A expressão "autismo" foi utilizada pela primeira vez por Bleuler em 1911, para 

designar a perda do contato com a realidade, o que acarretava uma grande dificuldade ou 

impossibilidade de comunicação
 
(AJURIAHUERRA et al., 1977).  
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 É um transtorno psiquiátrico de desenvolvimento importante, ocupando o terceiro 

lugar entre os transtornos do neurodesenvolvimento, estando à frente das malformações 

congênitas e da síndrome de Down (GADIA et al., 2004). As incidências relatada de 

transtorno do espectro autista (TEA), nos Estados Unidos e em outros países, alcançaram 1% 

da população, sendo diagnosticado quatro vezes mais no sexo masculino que no feminino. Os 

sintomas costumam ser reconhecidos durante o segundo ano de vida (12 a 24 meses), embora 

possam ser vistos antes dos 12 meses de idade (DSM-V, 2014) (Figura 6). Apesar de décadas 

de pesquisa, muito pouco se sabe sobre a etiologia e/ou fisiopatologia do TEA. Este parece ser 

resultado de uma complexa combinação de fatores ambientais, culturais, neurológicos, 

imunológicos e genéticos. Seu diagnóstico é difícil principalmente pela ausência de sintomas 

exclusivos do trantorno e pela diferença na manifestação, quanto à severidade e variedade de 

sinais. O diagnóstico é eminentemente clínico, sendo que os diferentes achados 

neuroanatômico-funcionais e genéticos pouco contribuem para esse diagnóstico (PANG et al., 

2016; BARAHONA-CORRÊA; FILIPE, 2016; SCHWARZ et al., 2011; LANDRIGAN et 

al., 2010). 

 

 De acordo com a última atualização do Manual Diagnostico e Estatístico da 

Associação Americana de Psiquiatria e transtornos mentais (DSM-V, 2014), as características 

essenciais do transtorno do TEA são prejuízo persistente na comunicação social recíproca e na 

interação social (Critério A) e padrões restritos e repetitivos de comportamento, interesses ou 

atividades (Critério B). Esses sintomas estão presentes desde o início da infância e limitam ou 

prejudicam o funcionamento diário (Critérios C e D). O estágio em que o prejuízo funcional 

fica evidente irá variar de acordo com características do indivíduo e seu ambiente. 

Características diagnósticas nucleares estão evidentes no período do desenvolvimento, mas 

intervenções, compensações e apoio atual podem mascarar as dificuldades, pelo menos em 

alguns contextos. Manifestações do transtorno também variam muito dependendo da 

gravidade da condição autista, do nível de desenvolvimento e da idade cronológica (Figura 6) 

daí o uso do termo espectro. O transtorno do espectro autista engloba transtornos antes 

chamados de autismo infantil precoce, autismo infantil, autismo de Kanner, autismo de alto 

funcionamento,  autismo atípico, transtorno global do desenvolvimento sem outra 

especificação, transtorno desintegrativo da infância e transtorno de Asperger e os classifica 

em: austismo grave, autismo moderado e autismo leve. Vale ressaltar que na edição anterior , 

DSM-IV (1994),  o TEA era denominado ―Transtornos Globais do Desenvolvimento‖ e 
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incluia somente Autismo, Asperger, o transtorno invasivo do desenvolvimento sem outra 

especificação, o transtorno desintegrativo da infância e o transtorno de Rett.  

 

Figura 6 - Manifestações comportamentais do TEA concomitantes ao Neurodesenvolvimento 

 

 

Diponível em <http://blogs.piraidigital.com.br/esperanca/files/2015/04/Info-autismo> 

 

 Além da proposta de base genética para o TEA, fatores ambientais como 

neuroinflamação, presença de estresse oxidativo, disfunção mitocondrial (poluição do ar, 

metais pesados, etc), desordens bioquímicas, fatores da dieta materna, contaminantes nos 

alimentos e infecções pré-natais virais foram apontados como capazes de prejudicar o cérebro 

em desenvolvimento, levando a transtornos neuropsiquiátricos (WING; POTTER, 2002; 

LARSSON et al., 2005; BOKSA, 2010; HERBERT et al., 2010; BAMBINI-JUNIOR et al., 

2011). Particularmente, a resposta inflamatória fetal a infecções intrauterinas parece 

contribuir para injúrias no cérebro de neonatos e na sua subsequente incapacidade neurológica 

(MEYER et al., 2009). A esse respeito, existe um crescente número de publicações que 

relacionam alterações imunes, especialmente durante a gestação, ao TEA. A exposição pré-
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natal/neonatal à inúmeros patógenos, incluindo rubéola, sarampo e citomegalovírus tem sido 

implicada na etiologia do autismo, sugerindo que o risco associado da infecção ao autismo 

não deve ser específica a um patógeno (MEYER et al., 2011). Essa hipótese é apoiada por 

estudos em hospitais que sugerem que a exposição materna a diversas infecções virais e 

bacterianas aumentam significativamente o risco de desenvolvimento do transtorno do 

espectro autista em crianças, efeito que parece não estar relacionado à hospitalização per se 

(ATLADOTTIR et al., 2010). Assim, a neuroinflamação fetal aguda, associada com seus 

efeitos nos processos do desenvolvimento encefálico iniciais deve facilitar o desenvolvimento 

de fenótipos psicopatológicos e neuropatológicos do autismo (MEYER et al., 2011). 

 

 Encarar processos infecciosos pré-natais/neonatais como indutores do autismo é 

importante, pois pode ajudar a entender o motivo da alta prevalência desse transtorno, já que 

qualquer indivíduo está constantemente exposto a infecções ao longo da vida, especialmente 

as gestantes, que são consideradas imunossuprimidas. Reforça ainda a importância  do 

período pré-natal para o estabelecimento de terapias de prevenção para o TEA.  

 

 Para diagnosticar o Autismo, são utilizados critérios descritos no Manual de 

Diagnóstico e Estatístico da Associação Americana de Psiquiatria (DSM), mencionado 

anteriormente, que evoluiu com o passar dos anos, separando o Autismo da Esquizofrenia, 

obtendo nova forma de diagnóstico: Trantorno do Espectro Austista - TEA (DSM-V - F84.0 - 

299.00).  

  

2.6 Diferenças de gênero e possíveis mecanismos associados a transtornos 

neuropsiquiatrícos 

 

 Sabe-se que transtornos neurodesenvolvimentais apresentam uma maior incidência em 

homens. Neste contexto, o autismo é mais prevalente em homens, com uma razão de 

prevalência homem:mulher de 4,2:1 (CDC, 2014; FOMBONNE, 2009).  Na esquizofrenia a  

incidência também é maior em homens. Já em mulheres os sintomas se manifestam mais 

tardiamente (THOMAS et al., 2010). Além disso, nos homens há uma maior severidade, 

alterações cerebrais mais pronunciadas e uma maior refratariedade ao tratamento (WONG; 

VAN TOL, 2003). Já os transtornos de  depressão e  ansiedade prevalecem mais em mulheres 

que em homens (OMS, 2016). 
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 Diferenças de sexo na fisiologia e função do sistema imune periférico de vertebrados 

já foram documentadas por décadas. Estudos têm mostrado que as fêmeas de muitas espécies 

geralmente apresentam aumento da resposta imune e da resistência à infecção em comparação 

aos machos (SCHWARZ; BILBO, 2012). Estas diferenças entre os sexos têm sido atribuídas, 

em grande parte, às ações imunomoduladoras de hormônios esteróides sexuais. Em geral, o 

estradiol exógeno tem efeitos estimulantes na imunidade humoral, mas pode aumentar ou 

suprimir a imunidade mediada por célula, dependendo da dose. A testosterona exógena 

geralmente deprime a imunidade tanto humoral como mediada por células, aumentando a 

susceptibilidade a infecções bacterianas e virais. Baseado na diferença entre o número de 

células gliais e os níveis de moléculas do sistema imune entre machos e fêmeas, é provável 

que haja efeitos sexo-dependentes na função do sistema neuroimune em resposta a um desafio 

imunológico na fase inicial da vida, fazendo com que machos e as fêmeas possam apresentar 

respostas diferentes à ativação neonatal do sistema imunológico (BART et al., 2016). 

 

 As diferenças sexuais nos efeitos da vida (processos neurais básicos, comportamentos 

e resposta á modelos animais) são bem conhecidos (BRUNTON et al., 2015, DAVIS; 

EMORY, 1995; PAPAIOANNOU, 2002) e resultados anteriores também demonstraram 

resposta atenuada a citocinas em fêmeas tratadas com LPS no período neonatal (KENTNER 

et al., 2010). Os hormônios femininos, especialmente o estrógeno, são conhecidos para 

exercer efeitos anti-inflamatórios, influenciando a função e produção de citocinas (BAKER, 

2004; LIAO et al., 2002; SCHWARZ et al., 2012), embora haja também evidências que as 

fêmeas podem produzir mais reações imunes humorais, sendo mais resistentes e sofrem uma 

maior incidência de doenças auto-imunes em comparação com os machos (BOUMAN et al., 

2005). Outro estudo citou os efeitos de um desafio de LPS neonatal  no teste de preferência à 

sacarose como uma medida de anedonia e expressão hipotalâmica de COX-2 alterada em 

machos, indicando uma diferença de sexo em que LPS neonatal (PN14) causa elevada 

expressão basal de COX-2 hipotalâmica em machos, mas não em fêmeas, sugerindo uma 

dissociação entre inflamação e comportamento anedônico e um efeito diferencial da 

inflamação neonatal em machos e fêmeas. É importante verificar como as fêmeas respondem 

ao LPS neonatal (KENTNER et al., 2010).  

 

Portanto, o entendimento das repercussões e mecanismos pelos quais desafios 

imunes no período neonatal podem gerar alterações duradouras ao longo da vida consiste em 

tema atual e de grande relevância. A alta prevalência de crianças que passam por situações 
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adversas no período neonatal, incluindo processos infecciosos e/ou inflamatórios, justificam a 

preocupação em conhecer os efeitos dessas intervenções sobre a resposta a situações adversas 

na vida adulta. Assim, este estudo pretende contribuir demonstrando - em animais machos e 

fêmeas – um possível conjunto de alterações em longo prazo desencadeadas pelo desafio 

imune neonatal por LPS. O conhecimento dessas alterações comportamentais e mecanismos 

associados pode possibilitar um avanço na busca de ações preventivas ou terapêuticas que 

visem a diminuição de morbidades muito prevalentes em nosso meio, como o TEA, a 

esquizofrenia, os transtornos de ansiedade e depressão. Vale salientar que a grande maioria 

dos estudos com LPS neonatal foram conduzidos em animais administrados entre os PNs 3 e 

5, enquanto no presente trabalho os desafios ocorreram nos PNs 5-7. 

 

 

3. HIPÓTESE 

 

A exposição de camundongos machos e fêmeas ao desafio imune neonatal (PN5 e 7) 

pela administração sistêmica de LPS de Escherichia coli acarretaria alterações 

comportamentais e neuroquímicas dependentes do sexo e manifestadas de formas distintas 

durante a adolescência (PN35) e idade adulta (PN70) que se assemelhariam a transtornos 

neuropsiquiátricos de origem desenvolvimental como o TEA. 

 

 

4. OBJETIVO GERAL 

 

Determinar as principais alterações comportamentais e neuroquímicas em diferentes 

fases do desenvolvimento animal [PN35 (correspondente a adolescência humana)  e PN70 

(idade adulta)] induzidas pela administração neonatal (PN5 e 7) sistêmica de LPS de E. coli 

(50μg/kg) em camundongos machos e fêmeas. 
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4.1. Objetivos específicos 

 

 Determinar em camundongos machos e fêmeas tratados com LPS sistêmico  nos dias 

pós-natais (PN) 5 e 7 e testados na idade adolescente (PN35) e adulta (PN70), as 

alterações comportamentais avaliadas pelos seguintes testes: 

 

 Inibição Pré-pulso (IPP): Avalia a atenção e a resposta sensório-motora dos animais; 

 Nado forçado: Avalia sintomas negativos ou depressivos (imobilidade); 

 Preferência por sacarose: Avalia sintomas negativos ou depressivos (anedonia);  

 Interação social: Avalia interesse social; 

 Y maze: Avalia Memória espacial de trabalho; 

 Odor do gato: Avalia comportamento de risco (medo); 

 Campo aberto: Avalia parâmetros de ansiedade, comportamento estereotipado, 

repetitivos, atividade locomotora e exploratória. 

 

 Avaliar as alterações imunológicas e neuroquímicas em áreas cerebrais (córtex pré-

frontal, hipotálamo e hipocampo), relacionadas aos transtornos neuropsiquiátricos 

descritos anteriormente, de camundongos machos e fêmeas tratados com LPS 

sistêmico nos dias pós-natais (PN) 5 e 7 e testados na adolescência (PN35) e idade 

adulta (PN70): 

 

  Resposta inflamatória por atividade da mieloperoxidase (MPO), níveis de 

interleucinas IL4, IL-6, INFγ e neurotrofinas pelo Fator neurotrófico derivado do 

cérebro (BDNF); 

 Níveis de triptofano, serotonina (5-HT) e ácido quinolínico pela via da quinureninas 

no hipocampo; 

 Níveis de estresse nitrosativo pela determinação dos níveis de nitrito; 

 Expressão proteíca de IDO e parvalbumina.  
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5. METODOLOGIA 

 5.1 Animais 

Foram utilizados camundongos Swiss machos e fêmeas (pesando 20g) provenientes do 

Biotério Central do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFC. Os animais 

acasalados foram mantidos em caixas de polipropileno condicionando um casal por caixa, e, 

após o nascimentos, os filhotes foram randomizados de diferentes ninhadas para aumentar a 

variabilidade genética, permanecerndo com as mães até o desmame  com 21 dias de nascidos. 

Nesta idade os animais foram separados por sexo e colocados em caixas com no máximo 08 

animais, à temperatura média de 24 ± 2°C em ciclos de alternância claro/escuro de 12 horas, 

recebendo ração padrão e água à vontade. O protocolo experimental foi aprovado pelo Comitê 

de Ética em Pesquisa Animal (CEPA)  da Universidade Federal do Ceará (UFC) gerando o 

número de protocolo 15/16 e os experimentos foram realizados de acordo com as normas 

internacionais de uso de animais em experimentação. 

 

 

 

5.2  Drogas e soluções 

 

 

 O LPS foi obtido por extração fenólica a partir da bactéria Escherichia coli, sorotipo 

055: B5 (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). A solução salina, empregada tanto para fazer a 

solução de LPS, como para o tratamento do grupo controle, foi constituída por solução aquosa 

de NaCl estéril a 0,9%. A dose de LPS administrada nos animais dos grupos experimentais foi 

de 50μg/kg animal (WALKER et al., 2009; MACRAE et al., 2015; THISHKINA et al., 2016). 
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5.3 Protocolo experimental e tratamento 

 

 Nos dias pós-natais (PN) 05 e 07 (correspondentes ao último trimestre da gestação 

humana), os filhotes de camundongos foram tratados com 50 μg/kg de LPS de E. coli  ou 

solução salina estéril (grupos controle) num volume de 20 μl / 5 g de peso corporal via 

intraperitoneal (ip). A separação materna para o tratamento durou no máximo 5 minutos. 

Imediatamente após a administração, os filhotes foram devolvidos para suas mães, onde 

permaneceram até os 21 dias de nascidos. Após o desmame, foram separados por sexo e 

distribuídos em 08 grupos e avaliados comportamental e neuroquimicamente na adolescência 

(PN35) e  na idade adulta (PN70), conforme o quadro abaixo:  

 

Quadro 2 - Distribuição dos grupos experimentais 

 

GRUPO 

 

DROGA SEXO DOSE(µg/kg) VIA ADM. IDADE 

p/ADM. 

(PN) 

IDADE 

p/TESTES 

(PN) 

1 Salina  Macho - Ip 05 e 07dias 35 dias 

2 Salina Fêmea - Ip 05 e 07 dias 35dias 

3 LPS  Macho 50 Ip 05 e 07 dias 35 dias 

4 LPS  Fêmea 50 Ip 05 e 07 dias 35 dias 

5 Salina Macho - Ip 05 e 07 dias 70 dias 

6 Salina Fêmea - Ip 05 e 07 dias 70 dias 

7 LPS Macho 50 Ip 05 e 07 dias 70 dias 

8 LPS  Fêmea 50 Ip 05 e 07 dias 70 dias 
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5.4 Testes comportamentais 

 

5.4.1 Inibição Pré-pulso (IPP) 

 

 O modelo da Inibição Pré-pulso (IPP) do sobressalto, que oferece uma medida 

operacional do filtro sensório-motor refletido pela capacidade de inibição de um reflexo de 

sobressalto, quando um estímulo sensorial é precedido por outro de menor intensidade 

(HOFFMAN e ISON, 1980). A habilidade de discriminar estímulos externos de relevância 

fisiológica ou cognitiva, fornecida pelo filtro sensório-motor, está comprometida em 

indivíduos com determinados transtornos psiquiátricos, como a esquizofrenia, o TEA e a 

depressão (SALUM et al., 2008; CUSTÓDIO et al., 2012).  

 

 A IPP é uma forma de plasticidade do reflexo do sobressalto, caracterizada por uma 

redução normal no sobressalto em resposta a um estímulo auditivo intenso (pulso), quando 

este é precedido imediatamente (30-500 ms) por um estímulo mais fraco (pré-pulso) (BRAFF 

et al., 2001).  

 

 Inibição Pré-Pulso (IPP) é caracterizada pela redução do reflexo de sobressalto a um 

estímulo acústico intenso (pulso), quando imediatamente precedido por um estímulo de menor 

intensidade (pré-pulso) (HOFFMAN e ISON, 1980; SWERDLOW et al., 2008). A reação 

corporal dos camundongos  a um estímulo acústico, no presente trabalho, foi monitorada em 

uma câmara (INSIGHT equipamentos científicos – Brasil modelo EP-175) conectada a um 

tubo (diâmetro 8,2 cm, comprimento 20 cm) montada em uma caixa fechada ventilada.  

 

 Os camundongos foram colocados em um contensor (4,5 × 5,0 × 5,5 cm) consistido de 

barras de aço inoxidável de 3,0 mm de diâmetro com espaçamento de 0,8 centímetros de 

distância. O contensor foi mantido preso sobre uma balança, chamada de plataforma de 

resposta, através de quatro miniaturas parafusos. Um alto-falante localizado a 15 cm do 

contensor, foi usado para fornecer os estímulos de pulso, pré-pulso e ruído de fundo. O 

contensor, a plataforma e o alto-falante foram localizados dentro de uma câmara acústica 

ventilada (64 × 60 × 40 cm) (figura 7). Procedimentos de calibração foram realizados antes 

dos experimentos para garantir sensibilidades equivalentes das plataformas de resposta ao 

longo do período de teste.  
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 A sessão de testes começou ao colocar um animal no contensor para a aclimatação, 

este procedimento consistiu em uma exposição de 5 minutos ao ruído de fundo (65 dB). Após 

o período de aclimatação os camundongos foram apresentados a uma série de 10 estímulos de 

treino (pulso sozinho - 120 dB, 50 ms de duração), com um ensaio de inter-intervalo de 20s. 

O objetivo desta fase foi permitir a habituação da resposta de sobressalto do animal. 

Posteriormente, a modulação IPP de sobressalto foi testada no seguinte protocolo: consistiu 

de 74 ensaios pseudorandomizados dividido em oito categorias diferentes, apresentados com 

um intervalo inter-estímulos de 20s: 20 apresentações de pulso sozinho (120 dB, 50 ms de 

duração), 8 apresentações de cada intensidade de pré-pulso sozinho (70,75 e 80 dB, 

freqüência 3000 Hz, 20 ms de duração), 10 apresentações de cada intensidade de pré-pulso + 

intensidade de pulso (com intervalo de 50 ms entre pré-pulso e pulso) e ausência de estímulo, 

nesse bloco o animal só recebe o estímulo do ruído de fundo (LEVIN et al., 2011). São 

utilizadas três intensidades de pré-pulso diferentes para que o teste tenha maior veracidade, 

como se fosse o mesmo feito em triplicata.    

 

 A média da amplitude de resposta de sobressalto aos ensaios de pulso sozinho (P) e 

pré-pulso + pulso (PP + P) foi calculada para cada animal. O nível de IPP em cada 

camundongo foi definido como a porcentagem da redução da amplitude do sobressalto nos 

ensaios de PP + P em comparação com a amplitude do sobressalto nos ensaios de P, de acordo 

com a seguinte fórmula: % PPI = 100 - [100 × (PP + P / P)]. Usando esta fórmula, um valor 

de IPP de 0% denota que não houve diferença entre a amplitude da resposta de sobressalto do 

pulso sozinho e do pré-pulso + pulso, conseqüentemente, não houve IPP (LEVIN et al., 

2011). 

Figura 7 -  Aparelho de Inibição pré-pulso 

 

Fonte: MONTE, 2013 
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5.4.2 Teste do Nado Forçado 

 

Nos dias pós-natais 35 e 70, os animais previamente ( PN5 e 7) tratados  com LPS ou 

salina foram colocados individualmente em um cilindro de acrílico (25 cm de altura, 10 cm de 

diâmetro) contendo 8 cm de água mantida a 22-24 ° C. Após 1 minuto de habituação, o tempo 

de imobilidade (em segundos) dos animais foi avaliado durante 5 minutos, em um tempo total 

de 6 minutos no interior do cilindro (figura 8). A imobilidade foi definida como a ausência de 

ação, fuga orientada e comportamentos tais como: natação, salto, cheiro, ou mergulho. Um 

aumento na duração da imobilidade é indicativo de um comportamento de tipo depressivo 

(PORSOLT et al., 1978). 

 

Figura 8 -  Ilustração do Teste de nado forçado 

 

Fonte: QUEVEDO et al., 2013 

 

5.4.3. Teste da preferência à sacarose  

 

 O teste de preferência à sacarose foi realizado com o objetivo de avaliar os efeitos do 

LPS sobre as medidas de anedonia nos animais com comportamentos do tipo-depressivo 

(MAO et al., 2009). Os animais passaram por uma etapa de adaptação com a solução de 

sacarose 1% da seguinte forma: 72 horas antes do teste, foram colocadas, em cada gaiola, 

duas garrafas com solução de sacarose 1% p/v e 24 horas depois, uma das garrafas de 

sacarose 1% foi trocada por uma garrafa contendo água. Depois da adaptação, os animais 

foram privados de água e comida por 24 horas. O teste foi realizado após 24 horas de jejum, 

com os animais alocados em gaiolas individuais tendo livre acesso as duas garrafas contendo 

100 ml de solução de sacarose 1% e 100 ml de água cada uma. Após 1 hora, os volumes de 
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solução de sacarose 1% e de água foram medidos e a preferência pela sacarose foi calculada 

em valores percentuais, através da razão entre o volume consumido de sacarose 1% e o 

volume consumido total somando-se os volumes de sacarose 1% e água e multiplicando e 

resultado dessa razão por 100, como mostra a equação a seguir:  

 

 

 

5.4.4 Teste de Interação Social  

 

 Sintomas negativos foram avaliados pelo teste de interação social. Os animais foram 

colocados em uma caixa de acrílico 60 × 40 cm dividida em três compartimentos. Nas 

câmaras das extremidades foram colocadas gaiolas de ferro, uma com um camundongo 

desconhecido e do mesmo sexo (câmara social) e outra vazia (câmara oposta), o meio da 

caixa era deixado livre (figura 9). Os animais eram colocados cuidadosamente no 

compartimento central e durante 5 minutos exploravam livremente todos os compartimentos 

da caixa através de uma pequena abertura (6 × 6 cm) que permitia o acesso (RADYUSHKIN 

et al., 2009). Nesse teste foi avaliado o tempo que o animal teste permaneceu explorando o 

compartimento com animal e sem animal, bem como o percentual de tempo que ele ficou 

explorando o compartimento com o animal em relação ao tempo total do teste. Foi tempo 

gastado em cada uma das três câmaras, e a preferência social definida como: (% o tempo 

gastado na câmara social) − (% o tempo gastado na câmara oposta). 

Figura 9 -  Teste de Interação Social 

 

Disponível em: <http://www.cebiolog.com.br/comportamento--labirinto--rastreamento.html> 

5.4.5. Teste labirinto em Y (Y-maze)  

  

Interação 
Social 

  

So 
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 O teste de labirinto em Y foi realizado com o objetivo avaliar os efeitos da memória de 

trabalho espacial de curto prazo (LI et al., 2010). Como o labirinto em Y é baseado na 

tendência dos roedores para explorar ambientes novos, para manter a novela da tarefa, foi 

conduzido em animais diferentes na PN 35 e 70 dos grupos LPS e controle tratados no 

período neonatal (5 e 7).  

 

  O labirinto em Y é constituído de três braços idênticos (75,5 cm de comprimento, 

34,5 cm de altura e 11,7 cm de largura), dispostos a 120º um do outro, formando um triângulo 

central (figura 10). Os animais foram colocados em um dos braços e a sequência das entradas 

nos braços foi registrada durante oito minutos. A alternância foi definida como a entrada nos 

três braços, em qualquer ordem, sem que houvesse repetição dos braços (por exemplo, 123, 

321, 231) (SARTER et al., 1988). O sucesso do teste é indicado pela alta taxa de alternância 

nos grupos controle, indicando que os animais podem se lembrarem em qual braço eles 

entraram por último (STONE et al., 1991). Após o teste, os animais foram devolvidos às suas 

caixas-moradia e realizado a assepsia do labirinto em Y com álcool etílico a 15% entre um 

animal e outro. Assim, a percentagem das alternações foi calculada como a razão entre as 

alternações corretas (n) e o número de visitas realizadas durante o período de observação (n-

2), multiplicado por 100. 

 

 
 

Figura 10 -  Ilustração representativa do teste de labirinto em Y 

 
Fonte: STONE et al.,1991 
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5.4.6 Teste de odor de gato  

 

 Sabe-se que Autistas podem não demonstrar medo de situações potencialmente 

perigosas (DSM-IV, 1994). Para verificar tal aspecto, foi utilizado o modelo de estímulo 

olfativo aversivo com o odor de gato. Camundongos adolescentes (PN35) e adultos (PND 70) 

expostos neonatalmente ao LPS ou a salina (um filhote macho e uma fêmea de cada ninhada, 

n = 8 para cada grupo) foram utilizados para este experimento. A metodologia empregada 

neste experimento foi adaptada de Andrews et al. (1993) e Zangrossi e File (1992). 

 

 Os camundongos foram expostos a duas condições de odor: de gato ou neutra. Todos 

os odores empregados neste experimento foram coletados em pedaços de tecidos (18 x 22 cm) 

retirados de uma mesma toalha de algodão de cor branca. O odor de gato foi obtido 

esfregando vigorosamente por cinco minutos um pedaço de tecido umedecido contra os pêlos 

de um gato doméstico (fêmea, sem raça definida, com seis anos de idade e 3,5 kg). Esse 

procedimento foi realizado uma hora antes da sessão experimental. O tecido impregnado com 

o odor de gato foi mantido em um saco plástico vedado até o início dos experimentos. Cada 

tecido com o odor de gato foi utilizado em apenas quatro sessões contínuas de exposição. Para 

o teste com o odor neutro, também foi utilizado um pedaço de tecido umedecido, só que sem 

contato com gatos. Os experimentos foram realizados em uma sala pequena com luz fraca e a 

exposição ao odor neutro procedeu à exposição ao odor de gato para evitar traços de odor de 

gato no grupo neutro. Antes da primeira exposição ao odor de gato, o pano impregnado foi 

deixado por dez minutos na sala teste. Os testes foram realizados sempre entre às 8h00 e 

10h00. 

 

 Os camundongos foram expostos individualmente aos odores em gaiolas-moradia, 

iguais as anteriormente citadas, com uma tampa de acrílico transparente substituindo a tampa 

metálica, para facilitar a visualização do comportamento animal. Esta tampa possuía furos 

para permitir a respiração do animal, assim como um compartimento opaco (caixa rasa de 

polipropileno), no mesmo lado que a alimentação ficava na tampa metálica (figura 11). Esse 

compartimento servia de abrigo para o animal. A altura entre o assoalho e a tampa era de 

16cm. Os animais foram expostos em suas gaiolas-moradia à tampa de acrílico nos dois dias 

anteriores ao teste, por um período de dez minutos cada, com o intuito de habituá-los ao 

aparato. Imediatamente antes da exposição ao odor de gato, dois camundongos, um do grupo 

controle e um do grupo experimental, foram retirados do biotério e carregados em gaiolas 
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moradia até a sala do teste. As duas gaiolas-moradia foram então colocadas lado a lado e um 

tecido com odor de gato foi colocado entre as duas gaiolas, na extremidade oposta aos 

compartimentos de abrigo. Cada sessão de exposição durou cinco minutos e foi registrada por 

uma câmera de vídeo localizada no teto da sala experimental. As gravações foram analisadas 

posteriormente. Para cada rato, foram avaliados o número de vezes que estes entraram em 

contato com o tecido (contato físico direto ou a partir de uma distância menor ou igual a cinco 

centímetros do tecido), o tempo gasto em contato com o tecido, o número de vezes que os 

animais entraram no compartimento de abrigo, e o tempo gasto sob o abrigo (KIRSTEN, 

2012). 

 

Figura 11 - Teste do odor do gato (t = tecido empregnado com odor do gato; a = abrigo lado oposto) 

 

Fonte: KIRSTEN , 2012 

 

5.4.7 Campo aberto 

 

Com a finalidade de analisar os efeitos do tratamento neonatal a longo prazo com LPS 

sobre a atividade locomotora e padrões de ansiedade, os animais foram avaliados no teste do 

campo aberto (figura 12). A arena para o teste é feita de acrílico (30 cm × 30cm) rodeado por 

paredes de 15 cm de altura e com o chão dividido em nove quadrados iguais. Os animais 

foram cuidadosamente colocados no centro do campo e foi permitido que eles explorassem 

livremente o cenário por 1 min (período de habituação). A atividade exploratória do animal 

foi registrada durante 5 minutos (ARCHER, 1973). Os parâmetros avaliados foram: o número 

de quadrados atravessados com as 04 patas pelo animal [(crossings) testa a atividade 
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locomotora do animal], tempo no quadrante do meio da arena (parâmetro de ansiedade), 

número de groomings (comportamento estereotipado de auto-limpeza, repetitivo, restrito) e 

rearings (atividade exploratória vertical). Os experimentos foram realizados em uma sala de 

som atenuada, sob baixa intensidade de luz vermelha. 

 

Figura 12 -  Teste de campo aberto 

 

Fonte: próprio autor 

 

5.5 Testes Neuroquímicos 

 

 Imediatamente após a última determinação comportamental, os animais foram 

decapitados e as áreas cerebrais do córtex pré-frontal (CPF), do hipocampo (HC) e do 

hipotálamo (HT) foram dissecadas sob gelo e armazenadas a -80
o
C para a determinação de 

IL-4 e IL-6. Foram utilizados homogenatos para atividade da mieloperoxidase (MPO) 

preparados a partir de tecidos frescos. Os níveis de BDNF, INFγ, nitrito, expressão proteíca 

de parvalbumina e IDO e os metabólitos da via das quinureninas (triptofano, serotonina e 

ácido quinolínico) foram avaliados no HC. 

 

5.5.1 Ensaio para Mieloperoxidase (MPO)  

 

 A atividade extracelular de MPO fornece uma estimativa do estresse oxidativo em 

doenças inflamatórias (PULLI et al., 2013). A MPO é uma enzima presente nos grânulos de 

neutrófilos. Essa enzima é utilizada como indicador de processo inflamatório, mais 

especificamente, como marcador de migração de neutrófilos dos tecidos. Neste ensaio, a H2O2 
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é clivada por meio da MPO presente nas amostras de tecido. O radical oxigênio (O°) 

resultante se combina com diidrocloreto de θ-dianisidina que é convertido a um composto 

colorido. O aparecimento deste composto, ao longo do tempo, é medido por 

espectrofotômetro para determinar o conteúdo de MPO do ensaio (BRADLEY, 1982). 

Imediatamente após a decapitação, as áreas cerebrais foram homogeneizadas (50mg/ml) em 

uma solução de brometo de hexadeciltrimetilamônio 0,5% (HTAB) em tampão fosfato 50mM 

, ph 6,0. Em seguida, os homogenatos foram centrifugados (14000 rpm, 4°C) por 2 minutos. 

Foram retirados 30µL do sobrenadante da amostra e adicionados a placa de ELISA 

juntamente com 200µL da solução contendo 0,167 mg/ml de hidrocloreto de θ- dianisidina e 

0,0005% de peróxido de hidrogênio. A absorbância foi medida nos tempos 0 e 3 minutos com 

comprimento de onda de 450mn (BRADLEY, 1982). 

 

 

5.5.2 Teste de ELISA para Dosagem das citocinas IL-6, IL-4 e IFNγ  

 

 As áreas cerebrais dissecadas foram homogeneizadas em 8 volumes de tampão PBS 

com protease (EMD Biosciences) e fosfatase (Sigma-Aldrich) e inibidores centrifugadas 

(10000 rpm, 5 min). A concentração das citocinas, em 50 uL de amostras foi determinada por 

ELISA (R&D Systems DuoSet DY406 e DY404 para camundongos, Minneapolis, MN, EUA) 

de acordo com o protocolo do fabricante e expressa em pg / g de tecido.  

 

 

5.5.3 Determinação dos Níveis de Fator Neurotrófico Derivado do Cérebro (BDNF) por 

ELISA 

 

Após homogeneização das áreas cerebrais a 20 volumes de tampão PBS pH 7,4 foi 

adicionado inibidores de protease (Sigma-Aldrich). O nível de BDNF de cada amostra foi 

quantificado por ensaio imunoenzimático (ELISA; R&D Systems, USA) de acordo com as 

instruções do fabricante. Os resultados foram expressos em picograma de BDNF/ mg de 

proteína total.  
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5.5.4 Determinação dos níveis de Nitrito  

 

 Para avaliar os efeitos do LPS na produção de NO, foram determinados níveis de 

nitrito em homogenatos dos cérebros dos camundongos imediatamente após a decapitação em 

todos os grupos. Após centrifugação (800 × g/10 min), o sobrenadante do homogeneizado foi 

coletado e a produção determinada com base na reação de Griess (RADENOVIC e 

SELAKOVIC, 2005). Para esse experimento 100 µL do reativo de Griess (sulfanilamida a 1% 

/ cloridrato de N-(1-naftil)- etilenediamina 0.1% / ácido fosfórico a 5% / água destilada, na 

proporção de 1:1:1:1) foi adicionado a 100 µL do sobrenadante do homogenato tecidual e 

incubado a temperatura ambiente por 10 min. A curva padrão foi elaborada com várias 

concentrações de NaNO2 (variando de 0,75 a 100 mM) sob as mesmas condições. Os brancos 

foram preparados pela adição de 100 µL do reativo de Griess a 100 µL do tampão usado para 

o homogenato e a absorbância foi medida em leitor de microplacas em 560 nm, expressa em 

pg/g de nitrito de tecido úmido (Green and Goldman 1981).  

 

5.5.5 Expressão protéica de Parvalbumina e IDO 

 

 Para avaliar a expressão protéica de Parvalbumina e IDO hipocampais,  realizou-se a 

técnica de Western Blotting. Seguiram-se sequencialmente as seguintes etapas: extração de 

proteínas, dosagem de proteínas e Western Blotting.  

 

5.5.5.1. Extração de proteínas 

 

 O hipocampo foi macerado com auxílio de cadinho e pistilo em nitrogênio líquido. O 

produto desse processo foi inserido em microtubo contendo 100 μl de tampão RIPA (25 mM 

Tris-HCl pH 7,6; 150 mM NaCl; 5 mM EDTA; 1% NP-40; 1% triton-X-100; 1% deoxicolato 

de sódio; 0,1% SDS) e inibidor de protease (SigmaAldrich, EUA, 1μL de inibidor de 

protease: 100μL de RIPA). Em seguida, as amostras foram vortexadas por 30 segundos, a 

cada 10 min por 30 min, e centrifugadas (17 min, 4ºC, 13000 rpm). O pellet foi desprezado e 

o sobrenadante (porção que contém as proteínas) foi transferido para um novo microtubo.  
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5.5.5.2 Método Bradford para dosagem de proteína 

 

 A concentração das proteínas totais nas amostras foram determinada pelo emprego de 

reagente de Bradford (Bio-Rad Protein Assay – Dye Reagent Concentrate - BioRad 

Laboratories, Hercules, CA, USA). A ligação à proteína ocorre quando absorção máxima da 

solução ácida Coomassie Brilliant Blue G-250 muda de 465 para 595 nm. Foram pipetados 

160 μL de amostra e 40 μL de solução de Bradford nas placas e a leitura foi feita por 

espectrofotômetro (595 nm), utilizando-se uma curva de calibração de albumina bovina sérica 

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

 Inicialmente, preparou-se 50 μg de proteína referente a cada amostra, adicionando 

tampão da amostra (BioRad, EUA 65,8 mM Tris-HCl, pH 6,8; 26,3% glicerol; 2,1% SDS; 

0,01% azul de bromofenol) e β-mecaptoetanol (BioRad, EUA), vortexando por 10 s, 

aquecendo no banho maria (95ºC, 5 min) e centrifugando (10000 rpm, 4ºC, 30s). Em seguida, 

realizou-se a eletroforese vertical de proteínas em gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) a 

60 V nos primeiros 15 min para deposição das amostras no fundo do poço e 120 V para o 

restante da corrida, onde foi utilizado gel a 10% e tampão de corrida (25 mM Tris; 192 mM 

glicina; 1% SDS). Após a corrida, efetuou-se a transferência por eletroforese das proteínas do 

gel para a membrana de PVDF (BioRad, EUA, Fluoreto de polivinilideno) a 100 V por duas 

horas em tampão de transferência (25 mM Tris; 192 mM glicina; 20% metanol). Após esta 

etapa, as membranas foram bloqueadas por uma hora em agitação constante, para reduzir as 

ligações inespecíficas, com 5% BSA (Sigma-Aldrich, EUA) diluído em tampão salina Tris-

HCl 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 três lavagens por 

10 min cada. Na etapa seguinte, as membranas foram incubadas, overnight a 4ºC sob agitação 

constante, com os anticorpos primários anti-parvalbumina (1:1000; Abcam, USA)  IgG ou 

anti-IDO IgG (1:50; Abcam, USA) ou  anti-α- tubulin IgG primary antibody (1:4000; Sigma, 

USA) diluídos em 1% de BSA em TBS-T. Após esta etapa, realizaram-se três lavagens de 10 

min cada com TBS-T. As membranas foram incubadas com os anticorpos secundários 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, duração de 10 min cada, com TBS-T. Enfim, adicionou-se o reagente de 

quimioluminescência (BioRad, EUA, Clarity western ECL blotting substrate) e as membranas 

foram agitadas por 5 min. As imagens das bandas foram capturadas por um sistema de 

ImageQuant 300 Imager (GE Healthcare, EUA). A densidade das bandas foi mensurada por 

meio do software Image J (NIH, Bethesda, MD, EUA). 
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5.5.6 Quantificação do triptofano e seus metabólitos por HPLC 

 

Os níveis cerebrais de triptofano e seus metabólitos (ácido quinolínico e serotonina) 

foram quantificados por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) (Waters Alliance, 

e2695). As áreas cerebrais (hipocampos) foram utilizadas para preparar homogenatos a 20%. 

Os tecidos cerebrais foram macerados em ácido perclórico (HClO4) a 1% por 40 segundos e 

centrifugados por 15 minutos, 12.000rpm, 4ºC. O sobrenadante foi separado e uma alíquota 

de 10µl foi injetado no HPLC. 

 

Para determinar a concentração do triptofano e de seus metabólitos foi utilizada uma 

coluna C18, 150 x 4,6 mm, 4µ (PHENOMENEX®). A fase móvel foi composta de duas 

fases: A (acetato de sódio grau HPLC-SIGMA® - 0,1M, pH 6,2); B (acetonitrila grau HPLC 

(TEDIA®) 100%). Correu em gradiente de fluxo conforme o quadro abaixo: 

 

Quadro 3 -  Gradiente de fluxo para determinação simultânea de triptofano e seus metabólitos por 

HPLC 

 

Tempo (min) Fluxo (µl) Fase A (%) Fase B (%) 

0 0,5 94 6 

4 0,5 80 20 

10 0,5 80 20 

11 1 80 20 

18:30 1 80 20 

19 0,5 94 6 

24 0,5 94 6 

 

Fonte: Adaptado de PRESITS et al., 2003 

 

As soluções padrão de triptofano (SIGMA®) e seus metabólitos (SIGMA®) foram 

preparados com fase móvel A (ácido quinolínico, serotonina e triptofano) nas concentrações 

de 0,2mM. Os cromatogramas foram registrados e quantificados pelo software (Empower 3 

Chromatography Data Software: Waters). As concentrações de ácido quinolínico, serotonina, 

e triptofano nas áreas cerebrais foram determinadas por comparação com os padrões injetados 

no HPLC no dia do experimento (PRESITS & MOLNÁR-PERL, 2003). 
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5.5.7 Análise Estatística 

 

Para a análise de IPP foi realizada a ANOVA de três vias por medidas repetidas seguida 

por Bonferroni como teste post hoc. Os fatores utilizados para esta análise foram 

"intensidades de PP" (70, 75 e 80) x "desafio por LPS" (controle e LPS) x "Idade" (PN35 e 

70) e "Sexo" (macho e fêmea). As demais análises foram realizadas por análise de variância 

univariada de três vias (ANOVA) com o teste post hoc de Bonferroni considerando os fatores 

"desafio por LPS" (controle e LPS) x "Idade" (PN35 e 70) e "Sexo" (macho e fêmea). Os 

níveis de IFNγ, nitrito, metabolitos da via das quinureninas, expressão protéica relativa de 

parvalbumina e IDO e os níveis de BDNF foram analisados por ANOVA de duas vias 

considerando "Sexo" e "desafio por LPS" como fatores entre sujeitos com Bonferroni como 

teste post hoc. O nível de significância foi estabelecido em P≤ 0,05. As análises foram 

realizadas com o software SPSS (Versão 23 para Windows). 
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6. RESULTADOS 

 

6.1 Resultados comportamentais 

  Conforme observado na figura 13, uma interação significativa entre "sexo" x "LPS" 

foi observada na análise IPP (ANOVA: [F (1,58) = 5,344, P = 0,024]). O teste de Bonferroni 

revelou que as fêmeas desafiados por LPS em PN35 (Fig. 10A) apresentaram déficit 

significativo no % IPP no PP80 (P = 0,044), enquanto no PN70 (Figura 10B) esse déficit foi 

observado nas fêmeas desafiadas com LPS nos três PPs avaliados (PPs70 e 75: P = 0,001, 

PP80: P = 0,006). Em ambas as idades a significância foi observada em comparação com os 

animais controle (tratados com solução salina) em função do sexo e idade. 
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Figura 13 - Efeito do desafio neonatal por LPS sobre % de IPP nos dias pós-natais (PN) 35 (A) e PN70 (B). Os 

neonatos  machos ou fêmeas receberam  LPS ou salina via i.p no PN5 e 7. As barras são médias ± SEM (n = 8-

12 animais / grupo). Os dados foram analisados utilizando ANOVA de três vias seguida pelo teste post hoc de 

Bonferroni. *P <0,05 vs camundongos salina pareados por sexo e idade. Abreviaturas: M = Masculino; F = 

Feminino. 
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 Em seguida, avaliamos o comportamento depressivo (figura 14A) e a anedonia (figur 

14B). Na avaliação do comportamento tipo-depressivo pelo tempo de imobilidade no teste de 

nado forçado (figura 14A) houve uma interação significativa entre os fatores "sexo" x 

"desafio por LPS" [ANOVA: F (1, 54) = 16,375, P= 0,000167]. O teste post hoc revelou que 

o desafio imune por LPS provocou um aumento significativo no tempo de imobilidade em 

camundongos machos no PN35 (P <0,0001) e PN70 (P <0,01) em comparação com controles 

pareados por idade e sexo. Adicionalmente, observou-se que camundongos machos tratados 

neonatalmente com salina, apresentaram  maior tempo de imobilidade no PN35 quando 

comparados aos animais avaliados em PN70 (P < 0,05). O mesmo aumento no tempo de 

imobilidade foi observado no  PN35 quando comparados  com  PN70 (P <0,01) no grupo de 

camundongos machos desafiados com LPS neonatal . Não foram observadas alterações 

significativas no teste de preferência de sacarose (figura 14B). 
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Figura 14 - Efeito do desafio neonatal de LPS em % de tempo de imobilidade (A) e o consumo de  sacarose (B) 

no dia pós-natal PN35 e PN70.  Os neonatos  machos ou fêmeas receberam  LPS ou salina via i.p no PN5 e 7. 

Barras representam médias ± SEM (N = 10-12 animais / grupo). Os dados foram analisados utilizando ANOVA 

de três vias seguida pelo teste post hoc de Bonferroni. *P <0,05, **P <0,01, ****P <0,0001. Abreviaturas: M = 

Masculino; F = Feminino. 
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 Na análise da preferência social (figura 15A) não foram observadas alterações 

significativas de comportamento. Em relação à avaliação da memória de trabalho no labirinto 

em Y, apesar da ausência de interação significativa entre os fatores, o  teste post hoc revelou 

déficits significativos na memória de trabalho em animais machos desafiados neonatalmente 

por LPS e avaliados no PN35 quando comparados com  os respectivos controles de idade e 

sexo pareados (P< 0,05) (figura 15B). No Teste de odor  do gato (figura 15C) houve uma 

interação significativa de três vias, "idade" x "sexo" x "Desafio por LPS" [F (1,45) = 16,869, 

P = 0,000167]. O teste post hoc mostrou que os o grupo de camundongos machos desafiado 

por LPS avaliados no PN35 apresentaram aumento significativo no tempo de contato com o 

pano impregnado com odor do gato quando comparado com o controle pareado por  idade e 

sexo (P = 0,0001). 
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Figura 15 - Efeito do desafio neonatal com LPS em % de preferência social (A), % correto alternâncias (B) e 

tempo de contato do pano (C) observados no dia pós-natal PN35 e PN70. Os neonatos  machos ou fêmeas 

receberam  LPS ou salina via i.p nos PNs5 e 7. As barras são médias ± SEM (n = 10-12 animais / grupo). Os 

dados foram analisados utilizando ANOVA seguida pelo teste post hoc de Bonferroni. * P <0,05 vs. tratamento 

com solução salina Camundongos compatíveis com idade e sexo, **** P <0,0001. Abreviaturas: M = 

Masculino; F = Feminino. 
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 Nenhuma alteração significativa na atividade locomotora de camundongos foi 

registrada (figura 16A). Por outro lado, uma interação significativa entre "sexo" x "desafio por 

LPS" foi observada na análise do comportamento de grooming [F (1,75) = 7,058, P = 0,010] 

(Fig. 13B). O teste de Bonferroni mostrou maior comportamento de grooming em  

camundongos  machos avaliados em  PN35 quando comparados com animais tratados com 

salina na mesma  idade (P = 0,001) (figura 16B). Observou-se também que camundongos 

machos desafiados com LPS apresentaram uma diminuição significativa no tempo gasto no 

centro do campo aberto PN35 (P = 0,001) e 70 (P = 0,002) quando comparados com os 

respectivos controles salina na idade e sexo (figura 16C).  Adicionalmente, observou-se 

aumento do tempo gasto no centro do campo no PN35 nos animais machos tratados com  

salina quando comparado com  as fêmea tratadas também com solução salina  (P = 0,013) 

(ANOVA de tempo gasto no centro do campo: "sexo" x "Desafio por LPS" [F (1, 75) = 

10,647, P = 0,002]). 
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Figura 16 - Efeito do desafio neonatal do LPS no número de cruzamentos (A), grooming (B) e tempo gasto no 

centro do campo (C) no dia pós-natal (PN) 35 e PN70. Os neonatos  machos ou fêmeas receberam  LPS ou salina 

via i.p no PN5 e 7. As barras são médias ± SEM (n = 10-12 animais/grupo). Os dados foram analisados 

utilizando ANOVA de três vias seguida pelo teste post hoc de Bonferroni. *P< 0,05, ***P< 0,001. Abreviaturas: 

M = Masculino; F = Feminino. 
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6.2 Resultados das análises neuroquímicas 

 

 A atividade da MPO (Fig. 17A-C) foi significativamente aumentada no CPF (P= 

0,04), HC (P = 0,005) e HT (P <0,0001) em PN35 e no HC em PN 70 (P <0,05) de 

camundongos machos desafiados por LPS neonatal em comparação com o seus respectivos 

controles pareados por sexo e idade.  As fêmeas não apresentaram alteração na atividade da 

MPO. No análise da atividade de MPO observamos interações significativas apenas no HT 

("idade" x "desafio por LPS") [F (1,42) = 6,7, P = 0,01] e "sexo" x "desafio LPS" [F (1, 42) = 

12,415, P = 0,013]). 

 

 

 

 

Figura 17 - Efeito do desafio neonatal com LPS na atividade de mieloperoxidase (MPO) [Córtex pré-frontal (A), 

hipocampo (B) e hipotálamo (C)] no dia pós-natal (PN) 35 e PN70. Os neonatos  machos ou fêmeas receberam  

LPS ou salina via i.p no PN5 e 7. Barras são médias ± SEM (n = 10-12 animais / grupo). Os dados foram 

analisados ANOVA seguida pelo teste post hoc de Bonferroni. * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001 **** P 

<0,0001. 
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Em relação aos níveis de IL-4 (figura 18A-C), observou-se uma interação significativa no 

CPF (ANOVA: "idade" x "sexo" x "desafio LPS" [F (1,48) = 8,278, P = 0,006]. O teste post 

hoc de Bonferroni mostrou que no CPF, HC e HT de machos desafiados por LPS houve 

aumentos significativos nos níveis de IL-4 em ambas as idades estudadas em comparação com 

camundongos tratados com solução salina. Nas fêmeas, IL-4 aumentou significativamente no 

CPF e HC de animais adolescentes (PN35) e no HC e HT de camundongos adultos (PN70). 

Curiosamente, nos machos adultos os aumentos nos níveis de IL-4 induzidos por LPS foram 

significativos em todas as áreas do cérebro estudadas quando comparadas com as fêmeas.  

 

 

  

 

 

 

Figura 18 - Efeito do desafio neonatal com LPS na  IL-4 [córtex pré frontal (A), hipocampo (B) e hipotálamo 

(C)] no dia pós-natal (PN) 35 e PN70. Os neonatos  machos ou fêmeas receberam  LPS ou salina via i.p no PN5 

e 7. Barras são médias ± SEM (n = 10-12 animais / grupo). Os dados foram analisados ANOVA seguida pelo 

teste post hoc de Bonferroni. * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001 **** P <0,0001. 
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Na análise de IL-6 (Fig. 19A-C) tanto no CPF como no HC, foi observada a interação entre 

"sexo" x "desafio por LPS" (ANOVA: CPF -[F (1,45) = 7,876, P = 0,007]; HC - [F (1,43) = 

6,977, P = 0,011]), enquanto que no HT houve uma interação significativa de "sexo" x 

"idade" x "desafio por LPS" (ANOVA: [F (1,42) = 5,69, P = 0,022]). O teste post hoc 

mostrou que os níveis de IL-6 diminuiram significativamente nos CPF, HC e HT de fêmeas 

quando comparados, em idade e sexo, com os animais tratados com salina. Especialmente na 

HT os níveis de IL-6 foram aumentados em fêmeas tratadas neonatalmente com solução 

salina e avaliadas em PN70 quando comparado ao mesmo grupo experimental avaliados em 

PN35. 

 

 

 

 

 

Figura 19 - Efeito do desafio neonatal com LPS na IL-6 [córtex pré-frontal (A) Hipocampo (B) e hipotálamo 

(C)] no dia pós-natal (PN) 35 e PN70. Os neonatos  machos ou fêmeas receberam  LPS ou salina via i.p no PN5 

e 7. Barras são médias ± SEM (n = 10-12 animais / grupo). Os dados foram analisados ANOVA seguida pelo 

teste post hoc de Bonferroni. * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001 **** P <0,0001. 
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Em relação aos níveis de BDNF, houve aumento significativo dos níveis desta neurotrofina  

no HC de camundongos adolescentes (PN35) e adultos (PN70), tanto em machos como 

fêmeas desafiados com LPS neonatal  quando comparados com os  respectivos controles 

salina (P <0,0001),  sem interação significativa entre fatores (figura 20). 
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Figura 20 - Efeito do desafio neonatal  com LPS nos níveis de BDNF no hipocampo de camundongos 

adolescentes (PN35) e adultos (PN70). Os neonatos  machos ou fêmeas receberam  LPS ou salina via i.p no PN5 

e 7. As barras são significa ± SEM (n = 10-12 animais / grupo). Os dados foram analisados ANOVA seguida 

pelo teste post hoc de Bonferroni. ** P <0,01, *** P <0,001, **** P < 0,0001 versus ratinhos com idade e sexo 

compatíveis com soro fisiológico. 
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 A ANOVA de duas vias dos resultados de IFNγ revelou não haver  interação entre os 

fatores, embora o teste post hoc mostre que os níveis de IFNγ no HC de ambos os grupos 

desafiados com LPS machos (P <0,0001) e fêmeas (P <0,0001)  foram aumentados quando 

comparado com os respectivos camundongos dos grupos controle tratados com salina, com 

correspondência sexual (figura 21). 
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Figura 21 - Efeito do desafio neonatal  com LPS nos níveis de IFN-y  no hipocampo de camundongos adultos 

(PN70). Os neonatos  machos ou fêmeas receberam  LPS ou salina via i.p no PN5 e 7. As barras são significa ± 

SEM (n = 10-12 animais / grupo). Os dados foram analisados ANOVA seguida pelo teste post hoc de 

Bonferroni. ** P <0,01, *** P <0,001, **** P < 0,0001 versus ratinhos com idade e sexo compatíveis com soro 

fisiológico. 
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 Houve aumento de 18 vezes nos níveis de nitrito no HC de camundongos machos 

adultos (PN70) desafiados neonatalmente com o LPS,  quando comparados com o grupo 

controle salina (P <0,0001) (ANOVA: "sexo" x "desafio por LPS: [F (1, 21) = 46,32, P 

<0,0001]) (figura 22). Nos grupos de fêmeas desafiadas com LPS neonatal, os níveis de 

nitrito permaneceram inalterados. 
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Figura 22 - Efeito do desafio neonatal  com LPS nos níveis de  nitrito no hipocampo de camundongos adultos 

(PN70). Os neonatos  machos ou fêmeas receberam  LPS ou salina via i.p no PN5 e 7. As barras são significa ± 

SEM (n = 10-12 animais / grupo). Os dados foram analisados ANOVA seguida pelo teste post hoc de 

Bonferroni. ** P <0,01, *** P <0,001, **** P < 0,0001 versus ratinhos com idade e sexo compatíveis com soro 

fisiológico. 
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 A expressão da IDO (enzima que degrada o triptofano e limita a velocidade da via das 

kinuereninas) mostrou-se significativamente aumentada no HC do grupo de animais machos 

adultos desafiados com LPS no período neonatal em relação ao grupo controle tratados com 

solução salina (figura 23). [ANOVA: interação sexo x desafio por LPS: [F(1,11)= 7.553, P= 

0.0190]. Não houve alteração na expressão da IDO nas fêmeas. 

 

 

Figura 23 - Efeito do desafio neonatal  com LPS na expressão da IDO no hipocampo  de camundongos adultos 

(PN70). Os neonatos  machos ou fêmeas receberam LPS ou salina via i.p no PN5 e 7. As barras são significa ± 

SEM (n = 10-12 animais / grupo). Os dados foram analisados ANOVA seguida pelo teste post hoc de 

Bonferroni. ** P <0,01, *** P <0,001, **** P < 0,0001 versus ratinhos com idade e sexo compatíveis com soro 

fisiológico. 
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Observamos que o ácido quinolínico diminuiu significativamente tanto no grupo dos 

animais machos adultos desafiados com LPS no período neonatal quanto nas fêmeas quando 

comparados com os respectivos grupos controles salina (figura 24C), enquanto que a 

serotonina diminuiu significativamente somente no grupo de animais machos desafiados com 

LPS (figura 24B) e o triptofano não mostrou alterações signifcativas (figura 24A). 
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Figura 24 - Efeito do desafio neonatal  com LPS nos metabólitos da via das kinuereninas: triptofano (A), 

serotonina (B) e ácido quinolínico (C) no hipocampo de camundongos adultos (PN70). Os neonatos  machos ou 

fêmeas receberam LPS ou salina via i.p no PN5 e 7. As barras são significa ± SEM (n = 102 animais / grupo). Os 

dados foram analisados ANOVA seguida pelo teste post hoc de Bonferroni. **P< 0,01, ***P< 0,001, ****P< 

0,0001 versus animais controle pareados por idade e sexo. 
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 A expressão de parvalbumina diminuiu significativamente no HC de camundongos 

machos desafiados com LPS quando comparado com controle salina (P <0,01), sem interação 

significativa entre os fatores (Fig. 25). Nos grupos de fêmeas desafiadas com LPS neonatal, 

os níveis de parvalbumina permaneceram inalteradas. 

 

 

 

 

Figura 25 - Efeito do desafio neonatal  com LPS na expressão de parvalbumina no hipocampo (HC) de 

camundongos adultos (PN70). Os neonatos  machos ou fêmeas receberam LPS ou salina via i.p no PN5 e 7. As 

barras são significa ± SEM (n = 10-12 animais / grupo). Os dados foram analisados ANOVA seguida pelo teste 

post hoc de Bonferroni. ** P <0,01, *** P <0,001, **** P < 0,0001 versus ratinhos com idade e sexo 

compatíveis com soro fisiológico. 

 

 

 

 



 68 

 

 O quadro 4 demonstra em resumo todos os resultados obtidos neste estudo através dos 

testes comportamentais realizados, segundo os parâmetros avaliados, a idade testada, a 

manifestação de acordo com o gênero e as possíveis interpretações. 

 
Quadro 4 - Resumo dos resultados comportamentais obtidos pelo presente estudo: 

 

Teste Parâmetro Idade LPS ♂ LPS ♀ Interpretação 

Inibição 

pré-pulso 

Reflexo 

sensório-motor 

35 

70 

Não significativo 

 

Não significativo 

↓ 

↓ 

Déficits 

sensoriais/cognitivos 

Nado 

Forçado 

Tempo de 

Imobilidade 

35 

 

70 

↑↑↑↑ 

 

↑↑ 

Não significativo 

 

 

Não significativo 

Sintomas Negativos 

em ambas idades 

Preferência 

à Sacarose 

Consumo de 

sacarose 

35 

70 

Não significativo 

 

Não significativo 

Não significativo 

 

Não significativo 

Sem anedonia 

Interação 

Social 

Preferência 

social 

35 

70 

Não significativo 

 

Não significativo 

Não significativo 

 

Não significativo 

Sem aversão social 

Labirinto 

em Y 

Alternâncias 

corretas 

35 

 

70 

↓ 

 

Não significativo 

 

Não significativo 

 

Não significativo 

Déficits de Memória 

no Adolescente 

Odor do 

Gato 

Tempo de 

contato c/o 

tecido aversivo 

35 

 

70 

↑↑↑↑ 

 

Não significativo 

 

Não significativo 

 

Não significativo 

Comportamento de 

Risco no 

Adolescente 

Campo 

Aberto 

Groomings 

 

Tempo no 

centro do teste 

35 

70 

35 

 

70 

↑↑↑ 

Não significativo 

 

↓ 

↓ 

Não significativo 

 

Não significativo 

Não significativo 

 

 

Não significativo 

 

Comportamento 

estereotipado na 

adolescência e 

ansiedade em ambas 

idades 
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 O quadro 5 demonstra em resumo todos os resultados obtidos neste estudo através dos 

testes comportamentais realizados, segundo os parâmetros avaliados, a idade testada, a 

manifestação de acordo com o gênero e as possíveis interpretações. 

 
Quadro 5 - Resumo dos resultados neuroquímicos obtidos pelo presente estudo: 

 

Teste Área 

Cerebral 

Idade Grupo LPS ♂ Grupo LPS♀ Interpretação 

MPO CPF/HC/HT 

 

CPF/HC/HT 

35 

 

70 

↑CPF/↑↑HC/HT↑↑↑↑ 

 

 

↑HC 

Não significativo 

 

 

Não significativo 

Neuroinflamação 

e oxidação em 

machos 

IL-4 CPF/HC/HT 

 

CPF/HC/HT 

35 

 

70 

↑↑↑↑CPF/↑↑↑↑HC/↑↑↑↑HT 

 

 

↑↑↑↑CPF/↑↑HC/↑↑↑HT 

↑↑↑↑CPF/↑↑↑HC 

 

 

↑↑↑↑HC/HT↑ 

Fenótipo 

misto/imunidade 

inata 

IL-6 CPF/HC/HT 

 

CPF/HC/HT 

35 

 

70 

↓↓↓↓CPF/↓↓↓↓HC/↓↓↓↓HT 

 

 

↓↓↓↓CPF/↓↓↓↓HC/↑↑↑HT 

↓↓↓↓CPF/↓↓↓↓HC/↓↓↓↓HT 

 

 

↓↓↓↓CPF/↓↓↓↓HC/↓↓↓↓HT 

Fenótipo 

misto/imunidade 

inata 

 

BDNF 

HC 

 

HC 

35 

 

70 

↑↑↑↑ 

 

↑↑↑↑ 

↑↑↑↑ 

 

↑↑↑↑ 

Prejudicial para 

os neurônios não 

entrarem em poda 

sináptica 

 

INFγ 

 

HC 

 

70 

 

↑↑↑ 

 

Não significativo 

Exacerbação 

imune anormal 

Th1 

Nitrito HC 70 ↑(18x) Não significativo Estresse 

nitrosativo 

Parva HC 70 ↓↓ Não significativo Susceptibilidade 

para o TEA 

 

IDO 

 

HC 

 

70 

 

↑ 

 

Não significativo 

Neuroinflamação; 

sintomas 

negativos 

TRP HC 70 Não significativo Não significativo neuroinflamação 

 

5-HT 

 

HC 

 

70 

 

↓↓ 

 

Não significativo 

Alvo genético do 

TEA; sintomas 

negativos 

QUIN HC 70 ↓↓ ↓↓ neurotoxicidade 
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7. DISCUSSÃO 

 

 O principal achado do presente estudo é a influência do sexo e da idade em alterações 

comportamentais de longo prazo induzidas pelo desafio imune com LPS neonatal (PN5 e 7). 

De fato,  os camundongos machos, demonstraram comportamentos tipo-depressivo/afetivo-

negativo, de risco, de ansiedade e de repetição, bem como déficits de memória de trabalho na 

periadolescência (PN35), porém na idade adulta (PN70) somente os comportamentos tipo-

depressivo/afetivo-negativo e ansiedade foram evidenciados. Em relação as alterações 

neurobioquímicas avaliadas, os camundongos machos desafiados com LPS apresentaram 

aumento da atividade  da enzima MPO [PN35 (CPF, HC e HT) e 70 (HC)], níveis aumentados 

de nitrito, INFγ e IDO e diminuição da parvalbumina e serotonina no PN70 (HC). Ambos os 

sexos, por sua vez, obtiveram níveis aumentados de  BDNF (HC), IL4 (CPF, HC e HT)  e 

níveis diminuídos de IL-6 (CPF, HC e HT) durante a adolescência e a idade adulta e 

diminuição de ácido quinolínico hipocampal na idade adulta. 

 

 Com base na relação entre os desafios de LPS pré-natal ou neonatal e a manifestação 

de transtornos neuropsiquiátricos como o autismo (KIRSTEN et al. 2013; PANG et al. 2016), 

esquizofrenia (ZHU et al., 2014) ou ansiedade (WALKER et al., 2009)  em roedores, optou-

se por mimetizar componentes causais, comportamentais e neurobioquímicos do TEA em 

camundongos swiss de ambos os sexos expostos ao desafio imune neonatal (PN5 e 7) com 

LPS, sendo avaliados na idade correspondente a  periadolescência  e idade adulta. 

 

  Os PNs5 e 7 foram escolhidos de modo a simular um desafio no final do terceiro 

trimestre da  gravidez humana, uma vez  que em roedores equivalem a  última fase de uma 

gestação humana de 36-40 semanas (termo) (ANDERSEN; NAVALTA, ANDERSEN 2003, 

CLANCY et al., 2007; SEMPLE et al. 2013). É importante ressaltar aqui que a maioria dos 

estudos investigando as conseqüências da exposição neonatal ao LPS foram conduzidos em 

animais desafiados nos PN 3 e 5 (PANG et al.,2003; WALKER et al., 2009, THISHKINA et 

al., 2016; PANG et al., 2016). Na verdade, PNs 1-3 representam 23-32 semanas de gestação,  

caracterizado pelo desenvolvimento do sistema imunológico e estabelecimento da barreira 

hemato-encefálica. Por outro lado, durante  os PNs 5-10 o sistema imunológico está se 

consolidando, enquanto a densidade axonal e dendrítica estão aumentando, assim como a 

gliogênese está em pico (SEMPLE et al., 2013). Portanto, o dia neonatal de exposição ao LPS 

pode ser de relevante  para as alterações comportamentais observadas no final da vida.  
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 Considerando as avaliações comportamentais realizadas aqui, os déficits de IPP são 

considerados alterações neurofisiológicas endofenotípicas da esquizofrenia (BRAFF; LIGHT, 

2005). Além da esquizofrenia, os déficits em IPP também são observados em pacientes que 

sofrem de uma variedade de distúrbios neuropsiquiátricos, incluindo TEA, uma desordem 

caracterizada por déficits no acesso à informações motoras, sensoriais e / ou cognitivas 

(BRAFF et al., 2001). 

 

 No presente estudo, as fêmeas desafiadas com LPS demonstraram déficits na função 

IPP tanto no PN35 como no PN70, o mesmo não ocorreu com os camundongos machos. 

Contrariamente a esses resultados, Perry et al. (2007) publicou que os adultos do sexo 

masculino com TEA apresentaram déficits de IPP associado à comportamentos restritos e 

repetitivos, bem como desempenho ruim no teste de fluência verbal. Feleder et al. (2010) 

mostrou, em estudo pré-clínico, que ratos machos desafiados no PN7 e 8 com infusão bilateral 

de LPS no hipocampo ventral apresentaram déficits de IPP quando avaliados durante a idade 

adulta. Porém, é importante mencionar o fato de que, atualmente, o valor de tradução de 

estudos baseados na infusão intracerebral (i.c) de LPS está sendo discutido, uma vez que não 

modelam a origem sistêmica ou materna de infecções perinatais (PANG et al., 2016). Além 

disso, a injeção local de  um estímulo inflamatório pode ativar somente as células imunes 

locais, o que gera diferenças significativas em comparação com a ativação sistêmica com a 

qual foi realizada neste estudo. 

 

 Em linha com as  descobertas deste estudo sobre os déficits de IPP em camundongos 

fêmeas desafiados com LPS e a correlação prévia desses déficits com a fluência verbal em 

TEA (PERRY et al. 2007), um estudo do Reino Unido, que endereça a falha diagnóstica 

potencial do TEA entre homens e mulheres, mostrou que as meninas que ficaram aquém do 

limiar para diagnóstico do TEA  apresentaram maiores dificuldades de comunicação, por 

vezes negligenciadas, quando comparadas com os meninos na mesma condição 

(DWORZYNSKI et al., 2012). 

 

  Os animais machos, contrariamente as fêmeas, obtiveram o tempo de imobilidade 

aumentado no teste de nado forçado que condiz com sintomas depressivos/ afetivos-

negativos; aumento de comportamento de risco no teste de aversão ao odor do gato; 

comportamento estereotipado observado através do grooming que está relacionado ao 

comportamento repetitivo e restritivo e diminuição do tempo gasto no centro do campo 
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aberto, compatível com sintomas ansiogênicos; déficits de memória  de trabalho avaliado no 

labirinto em Y.  Já na idade adulta (PN70),  permaneceram somente os sintomas 

depressivos/afetivos-negativos e o comportamento de ansiedade, vislumbrando que alguns 

endofenótipos são atenuados na vida adulta e os comportamentos de tipo-ansiedade e 

depressão podem figurar como co-morbidades de transtornos neuropsiquiátricos de espectro 

maior, como o TEA, que compreende toda essa sintomatologia observada no PN35 e atenuada 

no PN70.  

 

 De acordo com a quinta edição do Manual de Diagnóstico e Estatística da Associação 

de Psiquiatria Americana (DSM-V, 2014), o diagnóstico do TEA baseia-se em quatro critérios 

(A,B,C,D) de inclusão por categorias de sintomas, que podem ocorrer em três níveis (leve, 

moderado e grave). Ressaltando o critério B: Padrões restritos e repetitivos de 

comportamento, interesses ou atividades e o critério C: especifica que esses sintomas devem 

estar presentes no período de desenvolvimento precoce, mas não podem se manifestar 

plenamente até que as demandas sociais excedam capacidades limitadas, ou podem ser 

mascaradas por estratégias aprendidas na vida adulta. Corroborando com os resultados 

comportamentais obtidos nesse estudo e acima mencionados, isso justifica a diferença de 

comportamento do PN35 para o PN70. Lembrando que a prevalência do TEA é de 4 homens 

para cada mulher diagnosticada e nesse estudo somente os camundongos machos 

demonstraram esse perfil. 

 

 Em consoante ainda com o TEA, o uso de um estímulo olfativo aversivo (teste do odor 

do gato) para avaliar a ausência de demonstração de medo em situações potencialmente 

perigosas que ocorre em autistas (DSM-IV, 1994), tendo em mente que o gato é o predador 

natural do rato, e, portanto, o gato deve causar aversão e medo ao rato, por instintos de 

sobrevivência, os camundongos machos do grupo LPS demonstraram comportamento de risco 

(tipo-autismo) no PN35. 

 

 Até o momento, os estudos que abordam as alterações comportamentais de longo 

prazo induzidas pelo desafio neonatal do LPS apresentam resultados conflitantes, 

possivelmente decorrentes de protocolos experimentais desenhados com base em: i)  infusão 

i.c de LPS ou ii) desafio de LPS em diferentes períodos de vida neonatal. Nesse contexto, a 

infusão i.c. de LPS na PN5 foi relacionada ao comprometimento de aprendizagem de longa 

duração, menor resposta semelhante à ansiedade e lesão do hipocampo em ratos adultos 
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(WANG et al., 2013). Em linha com nossos achados de alterações comportamentais 

semelhantes à ansiedade, Walker et al. (2004) descobriram que a administração neonatal (PN3 

e 5) de LPS de Salmonella enteritidis  causa alterações de ansiedade em animais avaliados 

durante a idade adulta. É importante ressaltar que Walker et al. (2004) avaliaram apenas as 

alterações de ansiedade usando o teste de labirinto positivo. O desafio da vida precoce com 

LPS também estava relacionado ao comportamento tipo-depressivo de longa duração em 

roedores no estudo de Dinel et al., (2014) que também demonstrou que os primeiros sintomas 

de comportamento tipo-depressivo na idade adulta de animais desafiados neonatalmente por 

LPS foi especificamente "desespero comportamental" no teste de nado forçado, concluindo 

que o LPS (PN3 e 5) induz "malprogramação perinatal" resultando no desenvolvimento de 

comportamentos tipo-depressivos, que começaram em adolescentes e se tornaram evidentes 

em ratos adultos. 

 Déficits neuropsicológicos associados à transtornos de ansiedade e depressão são 

muitas vezes considerados apenas como epifenômenos de idade, falta de motivação, 

desatenção ou viés de resposta. No entanto, estudos demonstram comprometimento cognitivo 

persistente na recuperação do transtorno do humor, indicando associação de alta ansiedade e 

depressão com comprometimento das funções cognitivas (AUSTIN et al., 2001; ELLWART 

et al., 2003).  

 

 A anedonia induzida por inflamação é freqüentemente usada como um teste 

comportamental para fenótipos de tipo-depressivo, mas Dunn e Swiergiel (DUNN; 

SWIERGEL, 2001) relataram que os déficits comportamentais induzidos por LPS em 

camundongos adultos não foram revertidos por uma série de diferentes antidepressivos, 

enquanto outros relatam que eles eram (YIRMIYA, 1996;  YIRMIYA et al., 2001), sendo este 

último um importante suporte à idéia de que a administração de LPS induz um 

comportamento de tipo-depressivo (GARZA, 2005).  Outros relatos apontam diretamente para 

os efeitos diferenciais que o LPS tem sobre os aspectos consumativos e afetivos da 

alimentação (LARSON, 2006), sugerindo ainda que os efeitos "anedônicos" do LPS são mais 

reflexivos dos aspectos anoréxicos da endotoxina em oposição a uma mudança na resposta ao 

apetitite. Em nosso estudo, nenhum dos grupos submetidos ao desafio imune neonatal com 

LPS demonstraram anedonia no teste de preferência à sacarose, evidenciando que os sintomas 

negativos observados no teste do nado forçado correspondem a sintomas afetivos-negativos 

que não compõem a depressão maior como um todo. 
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 Os resultados obtidos nos estudos acima mencionados, em conjunto com os obtidos no 

presente estudo, sugerem que o desafio com LPS neonatal pode estar relacionado a um 

fenótipo comportamental mais complexo e mais tendencioso que apenas alterações sexuais e 

pontuais, tais como ansiedade ou depressão. Por conseguinte, a concepção de protocolos 

experimentais que avaliem as conseqüências a longo prazo do desafio do LPS numa ampla 

gama de determinações comportamentais e não apenas determinações isoladas podem ser de 

grande importância e valor translacional. 

 

 O desequilíbrio imunológico (incluindo a auto-imunidade) tem sido proposto como 

principal componente etiológico no TEA. Em consonância com os desequilíbrios 

imunológicos, indivíduos com TEA apresentam alterações em várias células imunológicas, 

incluindo células  natural killer (NK) e macrófagos. A mieloperoxidase (MPO), marcador de 

inflamação e oxidação,  é uma enzima heme envolvida na produção de espécies oxidantes em 

células fagocíticas, tais como macrófagos, promovendo estresse oxidativo durante a 

inflamação sendo regulada em várias condições inflamatórias agudas e crônicas, incluindo 

esquizofrenia (AL-ASMARI; KHAN 2014) e autismo (ROSE et al., 2012). De fato, em áreas 

cerebrais de pacientes com TEA, a  diminuição de glutationa reduzida (GSH) e o aumento do 

estresse oxidativo  estavam relacionados a uma resposta inflamatória crônica, bem como ao 

aumento da resposta mitocondrial, produção de superóxido, proteína oxidativa e dano ao 

DNA (ROSE et al., 2012). 

 

 Neste estudo, observou-se que a atividade da MPO foi aumentada nas três áreas 

cerebrais (CPF, HC e HT) exclusivamente em camundongos machos desafiados 

neonatalmente com LPS, enquanto que na idade adulta somente no HC este aumento foi 

observado. As fêmeas não sofreram alterações de MPO nesse estudo. Um estudo recente 

usando o modelo autismo induzido pelo ácido valpróico pré-natal em ratos mostrou que no 

PN50 os animais apresentaram aumentos na permeabilidade da barreira hemato-encefálica 

(BHE), atividade cerebral MPO e  parâmetros de estresse oxidativo (diminuição do GSH e 

aumento da peroxidação lipídica) (KUMAR; SHARMA 2016). 

 

 As diferenças nas manifestações comportamentais e neurobioquímicas observadas 

aqui ressaltam a importância de estratificar as amostras de acordo com o gênero em estudos 

biológicos das condições do espectro do autismo. Os perfis específicos do gênero descritos 

aqui levam à sugestão de que: mecanismos compensatórios diferentes ocorrem em machos e 
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fêmeas com condições de espectro austista ou que estas condições podem desenvolver-se 

através de vias sexuais específicas do sexo. 

 

 A desregulação nos níveis de citocinas são achados importantes em pacientes com 

TEA (GOINES; ASHWOOD 2013), bem como podem  estar relacionadas  a alterações 

específicas do sexo observadas na síndrome de Asperger (SCHWARZ et al., 2011).  Aqui,  

observou-se que nas áreas cerebrais  (CPF, HC e HT) de ambos os sexos e idades (PN35 e 

70), expostos neonatalmente ao LPS , ocorreu aumento da citocina, IL-4.  Os níveis séricos de 

IL-4 também estavam aumentados em indivíduos com TEA, sendo esse aumento associado, 

em estudo prévio, ao aumento da resposta Th2 com maior comprometimento da comunicação 

não-verbal (ASHWOOD et al., 2011). Apesar do aumento dos níveis de IL-4 observado no 

TEA, o papel desta citocina neste transtorno, isto é, patogênico (indutor da apoptose na 

microglia/poda sináptica ineficiente) versus protetor (anti-inflamatória) ainda é elusivo 

(GADANI et al., 2012). Outra importante observação, considerando nossos resultados, é que 

camundongos machos adultos (grupo LPS) apresentaram níveis aumentados de IL-4 quando 

comparados com as fêmeas (diferença de gênero). Mais uma vez, os níveis mais elevados de 

IL-4 observados no cérebro de animais machos desafiados com LPS neonatal estão 

parcialmente de acordo com os achados de Schwarz et al. (2011), em que uma diferença 

biológica central entre homens e mulheres com a Síndrome de Asperger foi o aumento dos 

níveis de IL-4 em indivíduos do sexo masculino. 

 

 A IL-6, por sua vez, é uma citocina neuropoiética, pró-inflamatória,  envolvida no 

desenvolvimento neurológico e na função cerebral. Esta citocina pode atravessar os processos 

de influência da barreira hemato-encefálica no cérebro adulto (STOLP; 2013). Alterações no 

comportamento, na cognição, na neurotransmissão do ácido gama-amino butírico (GABA) e 

na função imune estão entre as funções comprometidas pela disfunção do hipocampo IL-6 

durante o neurodesenvolvimento(SAMUELSSON et al., 2006) . De fato, níveis aumentados 

de IL-6 estão associados ao TEA (WEI et al., 2011). Nesse estudo, observou-se que 

camundongos machos e fêmeas em ambas as idades avaliadas apresentaram níveis cerebrais 

diminuídos de IL-6. De notar que os déficits de IL-6 estão associados a maior agressividade e 

emocionalidade (ALLEVA et al., 1998), haja vista que a IL-6 está relacionada com o 

amadurecimento necessário para circuitos hipotalâmicos relacionados ao estresse. Em outro 

estudo, ratos com baixos níveis de IL-6 apresentaram problemas de memória acompanhados 
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de maior susceptibilidade ao estresse e reduzido comportamento exploratório (BAIER et al. 

2009).  

 

 A diminuição da IL-6 e do aumento da produção de IL-4 observada tanto em animais 

machos como em fêmeas pode também estar relacionada a uma modulação no eixo 

hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA). A elevação dos glicocorticóides resulta na supressão de 

citocinas pró-inflamatórias tais como IL-6 e TNF-α e regulação positiva de citocinas anti-

inflamatórias tais como IL-4 e IL-10, e receptores de citocinas (CHROUSOS, 1995). É de se 

notar que crianças com diagnótico de espectro autista apresentam níveis de cortisol em pico 

significativamente mais altos e duração prolongada e recuperação de elevação de cortisol após 

estresse (SPRATT et al., 2012). Assim, estudos adicionais são necessários para testar a 

hipótese de aumento da atividade do eixo HPA em animais neonatais desafiados com LPS no 

PN5 e 7. 

 

 O LPS está associado a prejuízos consideráveis das funções cerebrais superiores, 

incluindo o aprendizado e a memória. A regulação prejudicada do HPA envolve interrupção 

de conexões funcionais entre os neurônios do HC, CPF e HT. Em particular, isso pode estar 

relacionado a uma disfunção do feedback negativo devido à diminuição do funcionamento 

dos receptores de glicocorticóides nessas estruturas. Adicionalmente, uma diminuição seletiva 

em interneurônios GABAérgicos do HC induzida pela ativação imunológica neonatal pode 

atenuar o efeito inibidor do HC sobre os neurônios produtores de CRH do HT. Assim, 

mudanças na plasticidade sináptica do hipocampo são esperáveis como resultado do 

tratamento neonatal com LPS (KHANZADA et al., 2017).  

 

 Como observamos alterações na MPO, IL-4 e IL-6 principalmente no HC e também 

com base na importância desta área cerebral para o desempenho das tarefas comportamentais 

realizadas neste estudo, decidimos continuar nossas determinações neuroquímicas apenas em 

HC. 

 Em relação ao IFN-γ, observou-se níveis aumentados desta citocina Th1 em 

camundongos adultos, tanto machos como fêmeas, desafiados por LPS neonatal. O IFN-γ foi 

relacionado à sobreprodução de NO em TEA (SWEETEN et al., 2004). A este respeito, 

observou-se também aqui níveis elevados de nitrito (metabólito do NO) no HC apenas em 

camundongos machos adultos desafiados com LPS neonatal. Isto pode refletir uma 

superexpressão da óxido nítrico indutível (iNOS) em células microgliais. Juntamente com os 
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resultados da MPO podemos sugerir que os marcadores de  imunidade inata e fenótipo misto 

foram alterações específicas do sexo observadas em nosso protocolo de desafio neonatal com 

LPS. 

 O aumento de NO observado em  camundongos machos adultos (grupo LPS) pode 

estar associados a poucos comportamentos prejudicados. Por exemplo, tem sido demonstrado 

que o NO está envolvido na depressão e a inibição da produção deste mediador reduz o 

comportamento depressivo em um modelo de estresse leve inesperado crônico (PENG et al. 

2012). Além disso, uma vez que o NO está envolvido no comportamento de ansiedade 

(WORKMAN et al., 2008), o aumento desse mediador no HC pode contribuir para o efeito 

comportamento ansiogênico observado em animais machos. Finalmente, é possível que o 

aumento de MPO (VACCARINO et al., 2008) também pode contribuir para o comportamento 

tipo-depressivo/ afetivo negativo observado em camundongos machos desafiados com LPS. 

 

 O IFNγ é a citocina predominante implicada na indução de IDO (O'CONNOR et al., 

2009c), de fato, ocorreu aumento da expressão de IDO nos camundongos machos desafiados 

com LPS neonatal neste estudo. A IDO, por sua vez, cataboliza a via das quinureninas e está 

relacionada a inflamação, ao comportamento tipo-depressivo e a danos neuronais através do 

estresse oxidativo. Obtendo esses resultados, foi quantificado os metabólitos (ácido 

quinolínico, serotonina e triptofano) dessa via, evidenciando diminuição de serotonina no 

hipocampo dos machos adultos (grupo LPS) e ácido quinolínico em ambos os sexos 

desafiados com LPS neonatal. O transportador de serotonina é alvo genético no autismo 

(KHANZADA et al., 2017), desse modo a sua diminuição está relacionada ao trasportador. A 

Depleção de serotonina muito precocemente em fetos de ratos leva a uma redução permanente 

no número de neurônios em ratos adultos
 
(WHITAKER-AZMITIA, 2001). Por outro lado, 

níveis persistentemente elevados de serotonina poderiam indicar um déficit na eliminação de 

sinapses em cérebros de autistas, contribuindo para um aumento no número de minicolunas 

corticais (KELLER; PERSICO 2003). Um estudo mostrou síntese alterada de serotonina nos 

tratos dentato-tálamo-corticais em autistas do sexo masculino (CHUGANI et al., 1999). Além 

disso, o período de síntese elevada de serotonina cerebral que ocorre em crianças com 

diagnótico de autismo típico até os 5 anos de idade (capacidade de síntese 200% maior do que 

em adultos) não parece ocorrer em crianças com autismo atípico. Nestas, a capacidade de 

síntese de serotonina aumenta gradualmente dos 2 aos 11 anos de idade, alcançando valores 

1,5 vezes maiores do que aqueles observados em adultos típicos (MULLER et al., 1998; 

CHUGANI et al., 1997; CHUGANI et al., 2002; GADIA, 2004). A diminuição do ácido 
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quinolínico, nos grupos desafiados com LPS neonatal, pode estar relacionada ao desvio da via 

das quinureninas para a produção de outros 30 catabólitos intermediários do triptofano, haja 

vista que a ativação imune Th1 por LPS estimula seletivamente a via do NAD com produção 

dos catabólitos neurotóxicos do triptofano. 

 

 Uma vez que observamos que o HC de animais adultos desafiados por LPS apresentou 

perfil pró-inflamatório, decidimos determinar a expressão da parvalbumina (isto é, um 

marcador de interneurônios GABAérgicos). Nesse estudo, a expressão da proteína 

parvalbumina foi diminuída em animais machos expostos a LPS. Os interneurônios positivos 

para a parvalbumina são neurônios de adição rápida que podem converter um sinal de entrada 

excitatório em um sinal de saída inibitório dentro de um milissegundo envolvido criticamente 

em microcircuitos e redes neuronais (HU et al., 2014). Importante, os neurônios de 

parvalbumina foram diminuídos no CPF mediano de indivíduos autistas (HASHEMI et al., 

2016), refletindo uma ruptura no equilíbrio de excitação / inibição sendo BDNF um regulador 

da atividade de rede sincronizada através dos interneurônios de  parvalbumina (ZHENG et al., 

2011). Apesar dos estudos mostrando a regulação do BDNF nos neurônios de parvalbumina, a 

relação entre o BDNF e os neurônios de parvalbumina no autismo típico e atípico, tanto 

quanto sabemos, ainda não foi estudada. Além disso, a desregulação redox foi associada com 

comprometimento dos neurônios parvalbumina no ventral HC (STEULLET et al., 2010). 

 

 Em relação ao BDNF, observou-se que tanto os animais machos como as fêmeas 

desafiados com LPS apresentaram um aumento médio de 2 vezes nesta neurotrofina quando 

comparados com seus respectivos controles em áreas cerebrais relacionadas com a 

neurogênese, HC e HT. Foi previamente determinado num estudo clínico que o BDNF pode 

ser um biomarcador importante para a diferenciação do autismo típico e atípico. De fato, os 

níveis séricos de BDNF foram significativamente maiores em indivíduos autistas atípicos 

(fenótipo clinicamente mais leve) em comparação aos controles sadios, mas não em casos 

típicos de TEA (fenótipo clinicamente grave) (KASARPALKAR et al., 2014). Corroborando 

também com nossos resultados, os níveis séricos de BDNF também foram aumentados 

especificamente em mulheres com sindrome de Asperger (KNICKMEYER et al., 2008). Isso 

é interessante, pois estudos anteriores mostraram níveis aumentados desse fator de 

crescimento em crianças com condições de espectro autista em associação com o 

desenvolvimento cerebral atípico (SCHWARZ et al., 2011). Níveis mais baixos de BDNF 

podem indicar comprometimento no mecanismo neuroprotetor, enquanto níveis mais elevados 
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podem implicar uma resposta protetora manifestada. Apesar disso, o aumento desses níveis de 

neurotrofina observado aqui também pode ser um indicativo de comprometimento na poda 

sináptica, que tem sido previamente relacionado a alguns endofenófitos de TEA, como o 

comprometimento do comportamento social (ZHAN et al., 2014). Nosso estudo apresenta 

algumas limitações, uma vez que não avaliamos o eixo HPA  nos PN35 e 70 e a poda 

sináptica durante a vida neonatal. Outra limitação importante é que as citocinas e o BDNF não 

foram testados em amostras de plasma para realizar uma correlação entre os parâmetros 

plasmáticos e cerebrais, a fim de orientar futuros estudos de avaliação de biomarcadores de 

diferenças de sexo no TEA.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 80 

 

8. CONCLUSÃO 

 

 O desafio sistêmico com LPS neonatal no PN5 e 7 desencadeia alterações 

comportamentais e neurobioquímicas distintas na periadolescência e idade adulta 

manifestadas de acordo com o gênero em camundongos machos e fêmeas. Os resultados 

obtidos nesse estudo parecem refletir a importância de um conjunto de citocinas, e não apenas 

uma, para o desenvolvimento e curso das alterações comportamentais induzidas pelo LPS. Em 

conjunto, esses achados podem estar associados à manifestação de alterações do tipo TEA de 

longa duração em animais machos e fêmeas, acrescentando evidências ao estudo de diferenças 

de sexo em TEA pelo uso de modelos animais baseados no desafio neonatal com LPS. 

Finalmente, nossos resultados podem estimular e orientar o desenho de estudos que abordem 

novas metas para  intervenções sexo-específicas (preventivas ou terapêuticas) no TEA. 
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