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RESUMO

ReacGes imunes geradas no organismo materno durante o periodo gestacional podem
provocar alteracbes no desenvolvimento do feto. O LPS, endotoxina lipopolissacaridea
presente na parede das bactérias gram-negativas, € capaz de gerar a producdo de citocinas,
mimetizando dessa forma um quadro de inflamagéo pré-natal quando administrado na fémea
prenhe durante o periodo gestacional. A prole de ratas prenhes expostas a esta endotoxina
pode apresentar assim diversos problemas comportamentais e/ou cognitivos que refletem
alteracdes ocorridas no sistema nervoso central (SNC) durante o seu desenvolvimento. Entre
as diversas patologias que podem resultar de um transtorno no neurodesenvolvimento esta o
transtorno do espectro autista (TEA). Ainda sem uma causa definida em humanos, estima-se
que cerca de uma a cada 150 criangas nascidas atualmente sdo acometidas por essa patologia.
Disturbios de comportamento e de comunicacdo/interacdo social constituem a diade que
caracteriza o0 TEA e dependendo do grau de acometimento é comum encontrar também nestes
e de forma geral em individuos com transtornos de neurodesenvolvimento problemas
atencionais, de aprendizado e meméria. O quadro inflamatorio no periodo de gestacdo causa
uma série de alteragcdes no organismo materno, sendo que algumas destas alteragdes alcangam
o feto em desenvolvimento. Uma destas alteracbes pode ser a reducdo no conteddo de
melatonina na circulacdo materna e fetal. A melatonina, hormdnio produzido pela glandula
pineal, apresenta funcBes sincronizadora, antioxidante e neuroprotetora que podem ser
importantes durante o neurodesenvolvimento e a alteracdo na sintese e liberacdo desse
horménio no organismo materno ao longo da gestacdo vem sendo correlacionada a casos de
TEA. Além disso, a exposicdo ao LPS durante o desenvolvimento do SNC em um modelo
animal resulta em uma prole que apresenta comportamentos autisticos. Apesar destes dados,
os efeitos desse quadro pré-natal no comportamento, na morfologia e na neuroquimica de
areas encefalicas da prole ainda ndo foram totalmente esclarecidos e sua elucidacdo pode
contribuir como base de conhecimento para estudos que investiguem prevencao e terapias
farmacoldgicas ou comportamentais nessas patologias. O presente trabalho teve como
objetivos verificar se o quadro inflamatorio pré-natal induzido por LPS: 1) Altera a
concentracdo plasmatica de melatonina materna, 2) altera a expressdo de comportamentos que
dependem da funcdo de memoria espacial e 3) induz mudancas morfométricas e
neuroquimicas no hipocampo. Para atingir o primeiro objetivo foi coletado o sangue de ratas
prenhe 3 h (fase de claro) e 16 h (fase de escuro) apos a exposicao ao LPS ou a solucdo salina

e a dosagem de melatonina foi realizada por meio do método ELISA. Para alcangarmos o



segundo e terceiro objetivos as proles de ratas expostas ao LPS e de ratas controles expostas a
solugdo salina no dia gestacional 9,5 foram avaliadas por meio de teste comportamental de
alternancia espontanea no labirinto em T. Em seguida, os animais foram perfundidos e os
encéfalos processados para o estudo do volume hipocampal por estereologia, para analise de
expressao neuronal das proteinas ligantes de calcio calretinina e parvalbumina e para andlise
de expressdo glial da proteina glial fibrilar &cida (GFAP) e da proteina de associacdo de
ligacdo ao calcio ionizada — 1 (IBA-1) por meio da técnica de imunohistoquimica. Os
resultados mostraram que houve queda no conteddo plasméatico de melatonina noturno e
aumento no contetdo diurno apds injecdo com LPS nas fémeas prenhes. A prole do grupo
controle apresentou melhor desempenho no teste comportamental quando comparado a prole
do grupo LPS. O hipocampo da prole do grupo LPS ndo apresentou diferenca de volume total
do desta estrutura em comparagdo ao grupo controle. Também ndo houve alteracdo na
expressdo de GFAP em astrocitos hipocampais no grupo LPS em relacdo ao controle. Por
outro lado, ocorreu aumento na expressdo de IBA-1, marcador de microglia, nas regides do
CALl, CA2 e CA3 no hipocampo da prole do grupo LPS em relacéo a prole do grupo controle.
A prole do grupo LPS, considerada um modelo animal de autismo também apresentou
variacdes na expressdo das proteinas ligantes de Céalcio no hipocampo com menor expressao
da proteina parvalbumina e maior expressao da proteina calretinina que o grupo controle. Os
resultados mostraram que a exposi¢cdo materna ao LPS foi capaz de alterar a concentragéo de
melatonina plasmatica circulante e que a prole exposta a esse ambiente inflamatério pré-natal
apresentou alteracdes de comportamento dependente da memoria espacial. Além disso, 0s
resultados nos permitem concluir que tais alteracbes na memoria espacial ndo sao
coincidentes com alterac6es no volume do hipocampo ou na reatividade astrocitaria, mas sim
com a ativacdo microglial e com alteracdes na neuroquimica dos neurdnios gabaérgicos
hipocampais que expressam as proteinas ligantes de calcio e que conhecidamente controlam

as conexodes excitatorias e inibitérias envolvidas nos fendmenos de memoria.

Palavras-chave:  Autismo.  Aprendizagem.  Hipocampo.  Neurodesenvolvimento.

Neuroinflamacao.



ABSTRACT
Immune reactions generated in the maternal organism during the gestational period may cause
changes in the fetal development. The endotoxin lipopolysaccharide (LPS) present on the wall
of Gram-negative bacteria is able to induce the production of cytokines, mimicking a state of
prenatal inflammation when administered in the pregnant female during the gestational
period. The offspring of pregnant rats exposed to this endotoxin may present several
behavioral and/or cognitive problems that reflect changes in the central nervous system
(CNS). The autism spectrum disorder (ASD) is one of this neurodevelopmental conditions,
and although without a definite cause in humans, is related to be present in one to every 150
children born. Behavior and communication/social interaction disorders constitute the dyad
that characterizes the ASD. Besides these, depending on the degree of involvement it is
common to find in these individuals’ attention, learning and memory problems.
Melatonin, a hormone produced by the pineal gland, presents several functions during
neurodevelopment and the alteration in the synthesis and release of this hormone in the
maternal organism throughout pregnancy has been correlated to cases of ASD. Investigations
about the effects of a prenatal inflammatory condition in behavior, in the morphology and
neurochemistry of brain areas can contribute for future pharmacological or behavioral studies
in these patients. Considering that exposure to LPS during the development of CNS in an
animal model results in offspring presenting autistic behaviors, the present work aimed to
check whether the prenatal inflammatory condition: 1) Changes the maternal melatonin
plasma concentration, 2) alters behaviors that depend on the spatial memory function and 3)
induces morphometric and neurochemical changes in the hippocampus. For this, blood from
pregnant rats 03h and 16h after LPS exposure was collected and the melatonin dosage was
performed using the ELISA method. Offsprings of rats exposed to the LPS (autism model) or
saline (control) on the 9.5 gestational day were evaluated in the T-
maze spontaneous alternation test. ~ After, the animals were perfused with 4%
paraformaldehyde and the brains were processed for the hippocampal volume quantification
and for the analysis of the calretinin, parvalbumin, glial fibrillary acidprotein (GFAP) and
ionized calcium binding association protein - 1 (IBA-1) expression by
immunohistochemistry. There was difference in the plasma melatonin dosage in the day and
night periods of the pregnant females of the control group and the LPS group. The results
showed that the control group presented better performance in behavioral testing when
compared to the autism model. The hippocampal volume showed no difference between the

groups, as well as the expression of the GFAP in astrocytes. There was an increase in IBA-1



expression in all regions of the hippocampus except in the dentate gyrus in the autism model
group in relation to the control group.The autism model presented lower expression of the
parvalbumin and greater expression of de calretinin than the control group. The results
showed that maternal exposure to LPS was able to alter maternal plasma melatonin
concentration and that the offspring exposed to prenatal inflammatory environment showed
deficits in behaviors dependent of spatial memory and indicate that these behaviors deficits
are not coincident with changes in the hippocampal volume or in astrocytic reactivity, but but
with microglial activation and with changes in the calcium binding proteins expression in
gabaergic neurons of the hippocampus which are known to control excitatory and inhibitory

sinapses involved in the memory phenomena.

Key words: Autism. Learning .Hippocampus. Neurodevelopment. Neuroinflammation.



LISTA DE ILUSTRACOES

FIGURA L ettt et et e e e e 34
FIGURA 2 ettt 38
FIGUR A 3 ettt ettt ettt e e 39
FIGURA 4 ettt 39
FIGUR A 5 ettt ettt 40
FIGURA B .ttt ettt e e e e 40
FIGUR A 7 ettt e bbb e e e e 41
FIGURA 8 .ttt ettt e bbb e e e e e 41
FIGURA O ettt e et e s 42
FIGURA L0 o 43
FIGURA LI o 44
FIGURA L2 ... s 45
FIGURA L3 e s 46
FIGURA LA ... 47

FIGURA LS e 48



AA-NAT
ASMT
CAl
CA2
CA3
CaBPS
CID-10
CNTNAP2
CR-IR
cl1orf30
GD

DG

DNA

DO
DSM-IVV

DSM-1V
TR

DSM-111
DSM-5
FFC
FMRP

FMR1

FOXP-3

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Arilalquilamina-N-Acetil Transferase
Acetil-Serotonina O-Metil -Transferase
Regido 1 do corno de amon

Regido 2 do corno de amon

Regido 3 do corno de amon

Proteinas ligantes de calcio

Classificacdo internacional das doengas

Do ingles contactin associated protein like 2
Imuno reativo acalretinina

Gene responsavel por codificar proteina EMSY
Giro denteado

Dia Gestacional

Acido desoxirribonucleico

Densidadeoptica

Manual de Diagndstico e Estatistica de Desordens Mentais 1V
Manual de Diagndstico e Estatistica de Desordens Mentais IV Revisado

Manual de Diagndstico e Estatistica de Desordens Mentais 1V
Manual de Diagndstico e Estatistica de Desordens Mentais 5
Faculdade de Filosofia e Ciéncias

Do inglés de fragile X mental retardation protein

Do inglésfragile X mental retardation, gene que codifica proteina

Fator de Transcricdo para diferenciacdo de células T reguladoras (Forkhead Box
3)



GABA
GATAS3
GFAP

HIOMT

HIV

HPA
H20d
IBA-1
IL-1B
IL-6
IL-13
IL-17
LPS
MCP-1
MCP-1a

MD-2

MECP2

MTHFR
mTOR
NaCl
NAS
NFKB
NF1
NK

NLGN3

Acido gama-aminobutirico

Fator de transcri¢do da célula Th2
Proteina glial fibrilaracida
Hidroxi-Indol-O-Metil Transferase

Human Imunodeficiency Virus / SIDA — Sindrome da Imunodeficiéncia
AdquiridaNIMH Instituto Nacional de Satde Mental

Eixo hipotalamo-hip6fise-adrenal
Agua destilada

Proteina de associagdo de ligacdo ao célcio ionizada -1
Interleucinalbeta

Interleucina6

Interleucinal3

Interleucinal?

Lipopolissacarideo

Proteina quimioatrativa de monaocitos
Proteina quimioatrativa de monaocitos o
Proteina Mieldide diferenciadora 2

Do inglés Methyl-CpG-binding protein 2, gene que codifica repressor de
proteina ligante

Enzima metileno tetra hidrofolato redutase
Do inglés Mammalian Target of Rapamycin
Cloreto de sddio

N- Acetilserotonina

Fator nuclear kB

Do inglés Neurofibromin 1

Natural Killer

Do inglés neuroligin 3, gene codificante de proteina de superficie neuronal



NLGN4
NRXN1
PBS

PN
Pplyl-C
PTEN
PV-IR
RDoC
RNA
RORyT
SAL
SHANKS
T-bet
TEA
TGFB1
Thl
Th2
Thl7
TLR-4
TNF
Treg
TSC1
TSC2

d-catenin

Do inglés neuroligin 4, gene codificante de proteina de superficie neuronal
Do inglés neurexin 1, gene que codifica proteina da familia das neuroxinas
Salinatamponada

Pds-natal

Acido polirriboinosinico-polirribocitidilico

Do inglés phosphatase and tensin homolog, gene suppressor tumoral
Imuno reativo aparvalbumina

Critério de Dominio de Pesquisa

Acido ribonucleico

Fator de transcricdo da célula Th17

Salina

Gene que codifica proteina de suporte

Fator de transcricdo da célula Thl

Transtorno do espectroautista

Fator de transformacéo do crescimento beta 1

Linfécito T helper 1

Linfécito T helper 2

Linfécito T helper 17

Toll-like receptor4

Tumor Necrosis Factor, Fator de necrose tumoral

Linfécito T regulador

Complexo de esclerose tuberosa 1

Complexo de esclerose tuberosa 2

Delta catenin



SUMARIO

LINTRODUGAO . ...ttt ettt ettt n sttt 16
2 REVISAO DE LITERATURA .....oiieieeeeeeteeee ettt en e 18
2.1 AULISITIO ..otttk ekttt bbbttt 18
2.2 EHIOIOGIR ...ttt 21
2.3 MEelatonina € TEA ... 23
2.4 Inflamagao Pré-NALal...........coeiiiiiiiie e 24
2.5 MOAEIOS ANTMAIS ...ttt ettt et 25
2.6 LIPOPOIISSACAITARO ...ttt ettt 25
2.7 Hipocampo-morfologia e populagdes CelUlares...........coovviiiiiiiniiiiiccie e 27
2.8 LIQANTES 8 CAICIO........eeiieieiie it 30
SIUSTIFICATIV A ettt e e et e e e e ettt e e e s anbb e e e e s abaeeae e 30
A OBIETIVO .ot e e 31
4.1 ODJEtiVOS ESPECITICOS. . .ueeiiiie ettt ettt e e e s e e et e e tae e e e e e snae e e snteeeanneee s 31
5 MATERIAIS E METODOS ......oviieeieieieieee ettt ese s sttt as s 31
5.1 ANIIMAIS. ...ttt bbbt 31
5.2ACASAIAMENTO. ...ttt 32
5.3 DiIVISOES HOS GIUPOS ...vveeuvieeiiiee ittt e eitte e e ssteeeasteeesteeestaeeateeeassbaeassaeeessbeeesnteeeanteeeanseeennns 32
5.4 Teste ComPOrtamental ...........c.ceoiiiiiiiie e 33
5.5 Perfusfo TranSCaArGIACA. .......ccuueuieiiiiieiieeiie ettt 35
5.6 Dosagem de MelatoninNa...........ccoiieiiiiie it 35
5.7 COoloracao de NISSI .......ccouiieiiiee et e e e e e e 36
ORI = (=1 (=10 (oo - NSO SURRSPPR 36
5.9 Imuno-histoquimica- IMUNOPErOXIAASE ........cccvvveiiiiieiiii e 37
5.10 ANALISE MICIOSCOPICA ... vvveiviee it ettt ettt e e et e e e e e e snbe e e anaee e 37
5.11 Analise Morfoldgica e QUAaNLItAtIVA ............cccveieiiiiieiiie e 38

6 RESULTADOS ..o 38



7 DISCUSSAO ..

8 CONCLUSAO

9 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ot



16

1. INTRODUCAO

O autismo, descrito em 1943 pelo médico austriaco Leo Kanner, caracteriza
individuos que apresentam alteracfes no neurodesenvolvimento com consequentes prejuizos
sociais, comportamentais, de comunicacdo e cognicdo (KANNER, 1943; RITVO et al., 1976;
LANDRIGAN, 2010).

O Manual de Diagnoéstico e Estatistico de Transtornos Mentais da Associacdo de
Psiquiatria Americana (DSM-5) em 2013, estabeleceu mudangas nas classificacbes e
nomenclaturas anteriormente propostas para o espectro. Na nova nomenclatura adotada como
“Transtornos do Neurodesenvolvimento”, 0s transtornos que compunham o grupo dos
transtornos globais do desenvolvimento foram agrupados em um Unico diagnodstico chamado
de Transtorno do Espectro Autista (TEA) caracterizado agora por uma diade: a primeira
relacionada ao comportamento e a segunda relacionada a comunicacdo/interacdo social
(ARAUJO; NETO, 2014; DSM-5, 2014).

Em 1966, surgem os primeiros dados epidemiolégicos do TEA na Inglaterra com
criancas entre 08 e 10 anos onde a prevaléncia foi de 4,5 casos para cada 10.000 criangas com
maior acometimento em meninos (LOTTER, 1996; BRENTANI et al., 2013). Até a década de
80 o quadro ainda era considerado raro e entre os anos de 1992 até 2001 a prevaléncia
relatada foi da ordem de 12 em 10.000 nascidos. Com o passar dos anos, esses dados foram
aumentando significativamente para uma em cada 150 criancas, posteriormente uma em cada
88 criangas (GOMES et al., 2015), chegando atualmente nos Estados Unidos a uma estimativa
de 1 a cada 68 criangas, com predominancia de casos no sexo masculino (AUTISM AND
DEVELOPMENTAL DISABILITIES MONITORING NETWORK, 2009; BRUGHA et al.,
2011; CONSTANTINO; MARRUS, 2017). No Brasil, em 2011, estimou-se uma prevaléncia
1:360 (PAULA et al.,2011).

O diagndstico pode ser dado ja nos primeiros anos de vida (VOLKMAR et al., 1994)
0 que contribui de maneira eficaz para a resposta terapéutica (SULLIVAN; STONE;
DAWSON, 2014), ja que intervencdes precoces onde o tecido nervoso apresenta maior
plasticidade resultam em melhor desenvolvimento das fungbes cognitivas, social e da
linguagem (DAWSON et al., 2010; WALLACE; ROGERS, 2010; REICHOW, 2012).

A etiologia envolvida no TEA é de extrema complexidade e seus mecanismos ainda
estdo sendo desvendados (GADIA; TUCHMAN; ROTTA, 2004). Além de fatores genéticos,

existe a possibilidade da influéncia de fatores ambientais, como ambiente inflamatorio no
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periodo pré-natal, em alteracfes no desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) e no
sistema imune nesse quadro (NELSON; GRETHER; CROEN, 2001; VARGAS et al., 2005;
CHEZ et al., 2007).Diversos tipos de patdgenos como o citomegalovirus, o HIV, a rubéola, a
hepatite Treponema pallidum, virus herpes simples, o Trypanossomacruzi e Toxoplasma
gondiipodem, ao se instalar na mae, transpor a barreira placentéria e via transmissao vertical
infectaro feto, prejudicando o desenvolvimento embrionario (FIGUEIRO-FILHO et al.,
2007).

Tais alteragdes no neurodesenvolvimento do feto podem afetar areas encefalicas que
controlam comportamentos como interacdo social, comunicac¢do e aprendizagem resultando
assim na expressdo dos chamados comportamentos autisticos (KRIGGER, 2006; DSM-5,
2014). Além disso, alteragcbes em areas encefélicas envolvidas no controle da ritmicidade
biologica como o hipotalamo e a glandula pineal podem acrescentar nesse quadro, uma
caracteristica frequente no TEA que é o disturbio de sono (FADINI et al., 2015; ZUCULO et
al., 2017).

Um dos principais marcadores da ritmicidade biologica circadiana é o hormdnio
melatonina, produzido pela glandula pineal na fase de escuro. Este hormdnio que exerce uma
série de funcBes em nosso organismo como inducdo do sono, neuroprotecdo, funcdo
antioxidante, controle da temperatura corporal, controle imunoldgico, funcdo como
antidepressivo, cardioprotetor e sincronizador de ritmos bioldégicos (ARENDT, 2005;
PINATO et al., 2015; ZUCULO et al., 2017). Varios estudos estabelecem uma relacdo entre
0s niveis de melatonina e o TEA visto que esses individuos apresentam baixas concentracoes
nesse horménio (BRAAM et al., 2018; JIN et al., 2018). A concentracdo de melatonina no
organismo materno durante a gestacdo também vem sendo estudada e ha estudos que
associam baixos niveis de melatonina materna com o TEA (TORDJMAN et al., 2005;
BRAAM et al., 2018).

As terapias farmacoldgicas ou comportamentais para o0 TEA se baseiam no
entendimento sobre 0s mecanismos envolvidos nas causas e nas consequéncias dos
transtornos do neurodesenvolvimento. Assim, com o proposito de proporcionar uma melhor
compreensdo dos complexos mecanismos envolvidos no TEA, a utilizacdo de modelos
animais experimentais torna-se uma ferramenta importante. Um dos modelos ja validados de
animais que expressam comportamentos autisticos envolve a exposicdo de ratas prenhes a
endotoxina lipopolissacarideo (LPS) presente em bactérias gram-negativas (LIMA et al.,
2011).
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A injecdo de LPS em uma determinada fase gestacional ativa o sistema imunoldgico
da fémea prenhe e a producdo de citocinas, mimetizando dessa forma um quadro de
inflamac&o/infeccéo pré-natal (KIRSTEN, 2012) comprometendo o neurodesenvolvimento do
feto (BURD; BALAKRISHNAN; KANNAN, 2012). Ao analisar o comportamento da prole
desses animais, foram observados alteracGes na interagdo social demonstrada por meio do
comportamento de brincar e na relagdo mae-filho, além de alteracBes na atividade
exploratoria, no medo e na aprendizagem, com caracteristicas similares as apresentadas no
TEA (TARICANO, 2010; KIRSTEN, 2012; BERNARDI; KIRSTEN; TRINDADE, 2012).

Tais mudancas comportamentais podem advir de alteracbes morfolégicas em
diferentes areas encefélicas (PIVEN et al., 1998). Dentre estas areas que podem estar
envolvidas na expressdo dos chamados comportamentos autisticos, encontra-se o hipocampo
relacionado a fungbes de aprendizado e a memoria (BUGALHO; CORREA; VIANA-
BAPTISTA, 2006; ZHAO; DENG; GAGEF, 2008; FERREIRA, 2011; CAMPOS; CRUZ-
RIZZOLO; PINATO, 2015). Essa estrutura estabelece conexfes com diversas areas
encefalicas a fim de proporcionar uma resposta integrada para melhor relacdo do individuo
com o meio que o cerca. Mudancas no volume, morfologia, aumento no nimero e na
densidade dos neurdnios (PIVEN et al., 1998; MACHADO et al., 2003; EDALATMANESH
et al., 2013), diminuicdo no tamanho e nimero dos neurénios (AYLWARD et al., 1999) e
aumento na ativacao das células da glia hipocampais ja foram demonstradas em individuos
com TEA (PETRELLI; PUCCI; BEZZI, 2015; TAKANO, 2015).Tais alteragdes sugerem que
alteracdes morfologicas e neuroquimicas no hipocampo podem estar associadas a possiveis
alteracdes de memdria e outras fungdes hipocampais no TEA e ressaltam a importancia de se
investigar os mecanismos envolvidos na expressao desses comportamentos em um modelo

animal que apresenta comportamentos autisticos.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 AUTISMO

O termo autismo foi utilizado pela primeira vez em 1911 por Bleuer para designar a
perda do contato com a realidade que dessa maneira, gerava dificuldades e até mesmo
impossibilidade de comunicacdo (GADIA; TUCHMAN; ROTTA, 2004). Kanner, em 1943, e

Asperger, em 1944, caracterizaram como autistas individuos que apresentavam alteracées no
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neurodesenvolvimento com prejuizos sociais, comportamentais, de comunicagdo e cogni¢do
(KANNER, 1943). Ambos identificaram que estas crian¢as ndo possuiam interesse no contato
social, apresentavam estereotipia de movimentos e alteracfes na linguagem (KANNER, 1943;
RORIZ; CANICO, 2016).

Atualmente reconhece-se dentre as caracteristicas apresentadas por individuos com
TEA alteragcbes na comunicacdo/interacdo social, resisténcia/rigidez a mudangas em suas
rotinas diarias, comportamentos restritivo/repetitivos, inflexibilidade cognitiva, déficits ou até
mesmo auséncia de reciprocidade emocional, apego a objetos, auséncia de medo frente a
situacdes de risco iminente, risos e movimentacdo inapropriada quanto as situagdes,
sensibilidade exacerbada ao toque ou estimulos sonoros, falta de contato visual,
hiperatividade e comportamento arredio (GOMES et al., 2015; SILVA et al., 2017).

Estudos sobre a biologia do TEA demonstraram alteragdes em densidade celular,
volume e morfologia de estruturas encefalicas como do hipocampo, amigdala, cortex,
cerebelo (COURCHESNE, 1994; BAUMAN; KEMPER, 2005) corpo caloso, talamo, nucleos
da base (COURCHESNE et al., 1991; HASHIMOTO et al., 1992; LAINHART, 2006). Além
das alteracfes em substancia branca ou cinzenta, alteracdes no padrdo de fluxo sanguineo e
conectividade na comunicacao entre os neurdnios podem limitar o fluxo de informacGes entre
tais estruturas, o que corrobora com manifestacdes clinicas como as disfuncdes sdcio-
emocionais, alteragdes motoras e de linguagem (COURCHESNE et al., 2011; SABERS et al.,
2014;VERLY et al., 2014; LIN et al., 2017; YENKOYAN et al., 2017).

Estes e outros estudos sobre o desenvolvimento normal e atipico do SNC
morfologica e funcionalmente possibilitam a melhor compreenséo para o plano de intervencao
que visa contribuir para que o individuo compreenda e responda as demandas e assim possa
interagir com o ambiente ao seu redor (FERNANDES et al., 2011; BANG; NADIG, 2015).
Dentre as alteragbes funcionais encontradas no TEA estdo as relacionadas as fungdes
executivas que interferem no comportamento e na cognicdo. Prejuizos nessas fungdes
acarretam déficits envolvendo o planejar, atencdo e a flexibilidade cognitiva que se refletem
na interacdo social, comunicacdo e comportamento repetitivo/restritivo (CZERMAINSKI,
2012; CZERMAINSKI; BOSA; SALLES, 2013). Funcbes executivas sdo definidas como
processos cognitivos que permitem ao individuo planejar e organizar-se frente a um ambiente
em mudanca continua. Dentre as diversas funcdes designadas como executivas estdo o

planejamento, a fluéncia verbal, a memoria de trabalho e componentes associados como a
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memoria espacial, a flexibilidade mental e a inibicdo a estimulos distratores (PELLICANO,
2010;GEURTS; VISSERS, 2012).

Dentre as fungbes cognitivas, destaca-se a memoria, que compreende processos de
aquisicdo, consolidacdo e evocacdo (IZQUIERDO et al., 1989) e é essencial para a
capacidade de reter informacdes (MAHR; CSIBRA, 2017). A memdria pode ser caracterizada
como declarativa, de procedimento, associativa e ndo associativa ou quanto ao tempo, como
memoria de trabalho, de curta e de longa duracdo, todas dependentes da integralidade no
funcionamento do hipocampo (IZQUIERDO et al., 2013).

O registro de informagdes que obtemos ao longo do tempo e que fica armazenado
por meio da aprendizagem segue um percurso que se inicia pela obtencdo das informacdes a
partir da memoria de trabalho, a qual se correlaciona com as fungfes executivas, constituindo
um sistema de armazenamento de informagdes temporarias que possibilita a manipulacdo de
um volume de informacGes necessarias para que o individuo possa tomar decisdes e realizar
as acoes presentes. A memoria de trabalho €, portanto uma funcdo importante para processos
cognitivos complexos como compreensdo, raciocinio e aprendizagem (BADDELEY, 2012;
IZQUIERDO et al., 2013; SOUSA; SALGADO, 2015). De acordo com sua intensidade e
repeticdo, forma-se a memoria de curta duracdo e dessa a de longa duracdo (PINTO, 2001).
Esse percurso € influenciado por diversos fatores como ambiente, emoc¢des, sono, humor,
importancia e repeticdo da informacdo (ATKINSON; SHIFFRIN, 1968).

A memoria espacial € classificada como do tipo declarativa episddica e seu papel
resume-se em permitir ao individuo se situar no tempo e espaco mediante a recuperacdo de
informacGes obtidas via 0 uso de sua capacidade de codificar e armazenar informacdes
(ROSENBAUM et al., 2012; DRUZIAN, 2013). Isto permite a orientacdo do individuo no
espaco gue o cerca, 0 aprendizado de novos caminhos e a lembranca da localizacdo de objetos
vistos previamente (SANDERSON; BANNERMAN, 2012). Do ponto de vista evolutivo,
esse tipo de memoria é importante para 0s animais, pois permite a integracdo deste com o
ambiente que o cerca tanto na relacdo com a busca por alimento quanto com 0s outros animais
(ROSSATO et al., 2006; FOSTER; DEFAZIO; BIZON, 2012). O funcionamento normal
dessa memoria permite que o animal consiga explorar o ambiente sem retornar a locais ja
previamente explorados evitando assim despender tempo desnecessario nessas atividades
(SANDERSON; BANNERMAN, 2012).
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2.2 ETIOLOGIA

Varias hipdteses foram levantadas para as bases etioldgicas do TEA. A primeira
teoria proposta era uma visdo psicogenética onde se avaliava 0 comportamento materno e
correlacionava-se o distanciamento da mé&e coma sintomatologia apresentada pelo filho
(KANNER, 1943; KANNER; EISENBERG, 1956). Posteriormente surgiram novas teorias
considerando-se as bases neurobioldgicas (GADIA; TUCHMAN; ROTTA, 2004,
PARELLADA et al., 2014) e atualmente considera-se que a complexa etiologia envolvida no
TEA envolve fatores genéticos e ambientais (VARGAS et al., 2005; CHEZ et al., 2007,
HERBERT, 2010; KIRSTEN; BERNARDI, 2017; YENKOYAN et al., 2017).

O fator genético ndo pode ser descartado na busca pelo entendimento da etiologia do
TEA ja que familias que apresentam casos entre seus membros estdo mais suscetiveis a
apresentar nas geracOes futuras, individuos com TEA (YOO, 2015). MutacGes em genes que
alteram o funcionamento sindptico como o NLGN3/4, NRXN1 e SHANKS por codificarem
moléculas que atuam na maturacao das sinapses estdo associadas ao TEA (KIM et al., 2008).
O CNTNAP2 que codifica proteina de adesdo neuronal agindo durante o desenvolvimento na
interacdo entre as células da glia e os neurdnios (VERNES et al., 2008) e o &-catenin que
codifica uma proteina de adesdo regulada por calcio que atua na regulacdo sinaptica de
processos como aprendizado e emogdes também estdo alterados tanto em individuos com
TEA quanto em seus familiares (JOHNSON; MYERS, 2007; LIU et al., 2011; GUO et al.,
2011; TURNER et al., 2015; CHEN et al., 2015; ESPARHAM et al., 2015; LU et al., 2016).

Além disso, a supressdo de genes como o PTEN leva a alteragdes no crescimento e
proliferacdo celular que resultam em alteragbes morfolégicas e comportamentais associados
ao TEA (KWON et al., 2006). Outros genes supressores que regulam crescimento celular,
autofagia, atividade sinaptica e expressdo génica como 0 mTOR, TSC1/2 e NF1 também estdo
dentre os genes correlacionados aos sintomas do TEA (VAROQUEAUX et al.,, 2006;
BOURGERON, 2009; SPINELLI et al., 2015; SATO, 2016).

Além dos genes suscitados que apresentam correlacdo com o quadro do TEA,
existem outros genes cuja expressdo pode estar alterada no TEA resultando em sintomas
secundarios como é o caso do gene responsavel por codificar a enzima ASMT (acetil-
serotonina O-metil-transferase) que atua na via de sintese da melatonina. Mutagdes nesse gene
apresentam correlagdo com comportamentos autisticos como déficit na interacdo social
(MELKE et al., 2008; JONSSON et al., 2014).
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O fator ambiental deve também estar envolvido na génese do TEA quer seja por
alteracbes no neurodesenvolvimento ou por mecanismos epigenéticos (HALL; KELLEY,
2014). Ainda, a relagdo entre o microbioma do intestino e o cérebro aponta para a participacao
da microbiota materna e da prole em mecanismos de ativacdo de proteinas, expressdo génica e
producdo e liberacdo de neurotransmissores como acido propanodico, que alteram o
neurodesenvolvimento e o funcionamento do SNC, como ja demonstrado em modelos
animais de autismo (BUFFINGTON et al., 2016; CENIT; SANZ; CODONER-FRANCH,
2017; LI et al., 2017; NITHIANANTHARAJAH et al.,, 2017; NEEDHAM; TANG; WU,
2018).

O ambiente neuroinflamatério pré-natal desencadeado por alteracdo no sistema
imunologico materno resulta em transtornos do neurodesenvolvimento (GARAY et al., 2013).
A ativacdo imune-materna durante o periodo gestacional apresenta uma forte relacdo entre a
producdo excessiva de citocinas inflamatérias e suas consequentes interacbes com a
homeostasia do organismo materno e subsequentemente com o desenvolvimento fetal. As
alteracdes das citocinas maternas desencadeada por uma ativacao imunoldgica da mée frente a
agente agressor € capaz de elevar os niveis de citocinas como € o caso da IL-1, IL-8, IL-6,
TNF-a e essas citocinas ao transpassar a barreira placentaria, interferem na expressao de
citocinas como IL-1p, IL-6, IL-17, IL-13, MCP-1 ¢ MIPla no organismo fetal afetando o
neurodesenvolvimento (GARAY et al., 2013).

Os mecanismos envolvidos na resposta ao quadro inflamatorio no periodo pré-natal,
ainda estdo sendo desvendados. Sabe-se que o0 processo neuroinflamatério presente no TEA
leva a ativacdo das células da glia e a produ¢do de moléculas como MCP-1, IL-6 e TGFbl
que acabam por alterar também o funcionamento dos neurdnios (ONORE; CAREAGA;
ESHWOOD, 2012; EDMONSON; ZIATS; RENNERT, 2016).

Tanto os fatores genéticos como 0s ambientais envolvem mecanismos que incluem
alteracdes na migracdo e no posicionamento adequado dos neurbnios na regido do cortex
cerebral durante o neurodesenvolvimento, alteraces nas conexfes entre diferentes areas
encefalicas (LI; ZOU; BROWN, 2012; WANG et al., 2014) e altera¢des nas sinapses (na
morfologia dos dendritos e nos niveis de neurotransmissores como GABA e o glutamato).
Além disso, alteracdes no padrdo de resposta imunolégica do TEA influenciariam na
comunicacdo entre neurdnios, e na neuroplasticidade ao longo do neurodesenvolvimento
(MEAD; ASWOOD, 2015). Tais alteracdes contribuiriam para as alteragées neurofuncionais

presentes no TEA causando desequilibrio entre os processos de excitagdo e inibicdo neuronal
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(TANG et al.,, 2013; ESSA et al., 2013; EL-ANSARY; AL- AYADHI, 2014) como as
disfuncbes do sistema de neurdnios-espelho localizados em &reas como o cértex pré-motor,
lobo parietal, insula e o cortex cingulado anterior, responsaveis pelo reconhecimento de acdes
e intengOes de outras pessoas (OBERMANN et al., 2005; PERKINS et al., 2010; ENTICOTT
etal, 2012; YENKOYAN et al., 2017).

2.3 MELATONIAE TEA

Melatonina ¢ um horménio produzido pela glandula pineal e também poder ser
sintetizada em outras areas extra-pineais em caso de injdrias ao organismo, atuando como
indutora do sono e participando do controle do ritmo circadiano (PINATO et al., 2015;
BRAAM et al., 2018). Possui ainda efeito antioxidante (ASGHARI et al., 2016), atua durante
0 neurodesenvolvimento na plasticidade das sinapses em formacdo e na formacéo de redes de
dendritos no hipocampo (JONSSON et al., 2010; TORDJMAN et al., 2013; DOMINGUEZ-
ALONSO, VALDES-TOVAR, SOLIS-CHAGOYAN E BENITEZ-KING, 2015). Dentre os
grupos neuronais alvos de influéncias da melatonina estdo o0s neurbénios dopaminergicos
vinculados a func@es tanto cognitivas quanto motoras (KONG et al., 2008). Outras funcdes
atribuidas a melatonina séo seu efeito cardioprotetor, controle dos periodos de fertilidade em
animais, acdes na melhora de quadros de ansiedade e na atividade do sistema imunoldgico
(MACCHI; BRUCE, 2004).

Sua sintese tem inicio a partir do triptofano que é convertido em serotonina na
glandula pineal (ARENDT, 2005). Na sequéncia, a serotonina € convertida em N-
acetilserotonina (NAS) em uma reacdo de acetilacdo mediada pela enzima arilalquilamina-N-
acetiltransferase (AA-NAT) e posteriormente a NAS é convertida em melatonina por meio de
uma reacdo de metilacdo mediada pela enzima hidroxi-indol-O-metiltransferase (HIOMT)
(SIMONNEAU; RIBELAYGA, 2003). Na regulacdo de sua sintese, o ciclo claro/escuro € o
fator principal, pois determina o ritmo circadiano de producao e liberacdo desse hormdnio. O
mecanismo pelo qual a informacdo fotica controla a sintese de melatonina envolve o nucleo
supraquiasmatico (NSQ), principal oscilador endégeno circadiano (CAGNACCI; ELLIOTT;
YEN, 1992; SIMONNEAU; RIBELAYGA, 2003). O ciclo claro/escuro controla a sintese de
melatonina na glandula pineal a partir de uma via polissinaptica que tem inicio nos neurénios
ganglionares da retina os quais estdo conectados com o NSQ via trato retino-hipotalamico

(fibras glutamatérgicas). A partir do NSQ emergem projec6es (inibitorias gabaérgicas) para o
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nacleo paraventricular para na sequéncia se ligar a coluna intermediolateral da medula espinal
em neurdnios pré-ganglionares simpéaticos. Na sequéncia esses neurdnios irdo se conectar aos
neurbnios pds-ganglionares simpéaticos do ganglio cervical superior que enviam fibras
noradrenérgicas para a pineal agindo em receptores -1 desencadeando alteragdes em vias de
sinalizacdo intracelular nos pinealdcitos. Assim, na auséncia de luz, a sintese de melatonina é
induzida pela liberacdo da noradrenalina e a presenca da luz inibe esta via. Apés sua sintese,
esse hormdnio é liberado na corrente sanguinea e diretamente no liquor e assim pode
percorrer todo o organismo inclusive o sistema nervoso central (SIMONNEAU;
RIBELAYGA, 2003; NETO; CASTRO, 2008; BRAAM et al.,, 2018). Vaérios estudos
mostram que parte dos individuos com TEA apresentam baixos niveis de melatonina com
relacdo entre o nivel de melatonina e a gravidade do quadro (TORDJMAN et al., 2005;
FIDELEFF et al., 2006; FADINI, 2013).

2.4 INFLAMACAO PRE-NATAL

Patologias associadas as fases pré, peri e pos-natal podem acarretar alteracbes no
neurodesenvolvimento (KRIGGER, 2006). Durante a fase pré-natal, a exposicdo materna a
diversas condicGes como citomegalovirus, o HIV, a rubéola, a hepatite, a sifilis, 0 Treponema
pallidum, virus herpes simples, o Trypanossoma cruzi e Toxoplasma gondii, pode alterar a
homeostase desse organismo, e por meio de transmissdo vertical via hematogénica,
comprometer o desenvolvimento embrionario incluindo o SNC (REDDIHOUGH; COLLINS,
2003; FIGUEIRO-FILHO et al., 2007; DUBEY; JONES, 2008; COSTA et al., 2013).

Além dos processos infecciosos, outros quadros como a ingestdo de farmacos, fatores
emocionais e nutricionais da mae podem alterar o ambiente intrauterino e o desenvolvimento
do feto (ZHANG et al., 2005; SMITH et al., 2007). Em resposta a um agente agressor, o
organismo materno produz citocinas e glicocorticdides (PARKER-ATHILL; TAN, 2010;
WATANABE et al., 2014) que compBem a resposta imune materna e favorecem alteracdes
morfofuncionais em diversos 6rgaos do feto incluindo o SNC (MANCINI et al., 2002; MELO
et al., 2006; RONOVSKY et al., 2016).
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2.5 MODELOS ANIMAIS

A utilizagdo de modelos animais tem permitido o estudo dos mecanismos envolvidos
nas causas e consequéncias de diferentes patologias incluindo o TEA. Dentre esses, modelos
alterados geneticamente que expressam déficits na interacdo social, comportamento restritivo
e repetitivo (YOO et al., 2014), modelos animais cujos fatores ambientais determinam a
expressao de caracteristicas autisticas (REYNOLDS; URRUELA; DEVINE, 2013), modelos
com alteragbes neuroenddcrinas no eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal (HPA) (FRYE;
LLANEZA, 2010) e modelos voltados para o entendimento do papel da ativagdo imune
materna que acabam por mimetizar quadros de infeccdo e inflamacdo pré-natal e suas
consequéncias para o neurodesenvolvimento fetal (BERNARDI; KIRSTEN; TRINDADE,
2012). Entre esses modelos, os mais utilizados sdo os modelos nos quais as fémeas prenhes
sdo injetadas com o virus influenza, &cido poliinosinico-policitidilico (Polyl:C),
lipopolissacarideo (LPS) e o acido valproico (BOSKA, 2010; REISINGER et al., 2015;
NICOLINI; FAHNESTOCK, 2018).

2.6 LIPOPOLISSACARIDEO

O lipopolissarideo (LPS) € uma endotoxina presente na parede das bactérias gram-
negativas, obtido mediante extracdo fenolitica (DAMMANN; O’SHEA, 2008) e comumente
utilizado na experimentacdo animal por ser capaz de ativar o sistema imunolégico do
organismo (LEVITON; DAMMANN; DURUM, 2005). Ao atuar em receptores do tipo Toll-
like receptor 4 (TLR-4) desencadeia mecanismos intracelulares responsaveis por ativar o fator
de transcricdo NFkB (DA SILVEIRA CRUZ-MACHADO, 2010,; 2010p) que por sua vez
ativa a transducéo de citocinas inflamatérias como a interleucina 6 (IL-6), interleucina 1 beta
(IL-1B) e 0 TNF-a (KIRSTEN, 2012; CHANDLER; ERNST , 2017).

Assim, o LPS que em situa¢cdes normais nao transpassa a barreira hematoencefalica,
atinge o SNC de maneira indireta mediante a ativacdo imunoldgica e a consequente liberacao
de citocinas e de 6xido nitrico (NO) o qual causa vasodilatacdo e facilita a passagem das
citocinas para o SNC. Apds sua producdo, as citocinas sdo capazes de atingir o sistema
nervoso por diferentes vias que acabam se inter-relacionando e assim comprometendo o

neurodesenvolvimento (DUNN, 2006). Alem disso, os érgdos circunventriculares, localizados
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fora da barreira hematoencefalica sdo alvos diretos do LPS (O’SULLIVAN et al., 1988;
DUNN,2006; KONSMAN et al., 2000; DANTZER, 2009; KIRSTEN, 2012).

Além de agir nos 6rgdos circunventriculares, o LPS, assim como as citocinas
inflamatorias pode agir, da periferia para 0 SNC por meio do nervo vago (DUNN,2006) e
ainda a producdo de prostaglandinas pos LPS, interage com as células endoteliais levando ao
aumento na producdo de citocinas o que levaria esses mediadores inflamatorios lipossollveis
a transpor a barreira hematoencefalica e assim alterar o desenvolvimento fetal (KIRSTEN,
2012).

A placenta é uma estrutura que se desenvolve durante o processo gestacional,
formada a partir das células que constituem o trofoblasto com fungdes como a comunicacao
materno-fetal, producdo de hormdnios para manutencdo da gestacdo, protecdo para o feto
contra agentes invasores e também do proprio sistema imunologico materno formando dessa
forma uma barreira (GRIGSBY, 2016) a qual o LPS n&o transpde, porém, quando em contato
com o sistema imune materno, este desencadeia a producéo de citocinas pré-inflamatorias que
transpdem a barreira placentaria e afetam o feto em desenvolvimento (URAKUBO et al.,
2001;BURD; BALAKRISHNAN; KANNAN, 2012; WISCHHOF et al., 2015)

As citocinas em niveis fisioldgicos, atuam em processos como plasticidade neuronal
e sindptica, processos de aprendizado e memoria, sono, senilidade, embriogénese,
diferenciacdo e migracao de celulas embrionérias, reacdes frente a enxertos e a administragdo
de vacinas (DINARELLO, 2007). Quando produzidas em resposta a infec¢des ou antigenos, o
aumento nos niveis dessas moléculas quebra a homeostasia do organismo resultando em
desequilibrio na ativacdo de eixos neuroenddcrinos com manifestacdo de comportamento
doentio caracterizado por falta de atencédo, apatia, diminuicdo de comportamento exploratorio
e sexual, déficits na interacdo social, na aprendizagem e memoria (DANTZER, 2008;
KIRSTEN, 2012; YOUNG; DAVID; NUNZIO, 2014; PAN et al., 2017).

No que tange o desenvolvimento encefalico, uma das possiveis a¢fes das citocinas
no SNC ¢ alterar a acdo de neurotransmissores como GABA (&cido gama-aminobutirico),
dopamina, serotonina, noradrenalina, acetilcolina e neuropeptidios em neurénios (DANTZER,
2007), além de estimular populagdes de células da glia, as quais podem elevar ainda mais 0s
niveis de citocinas (DA SILVEIRA CRUZ-MACHADO et al., 2012; HINES et al., 2013)
provocando danos as células neuronais devido a liberacdo de produtos oxidativos (BURD:;
BALAKRISHNAN; KANNAN, 2012;ESPINOSA-OLIVA; DE PABLOS; HERRERA, 2013;
PENATTI; SILVA, 2014).
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Quanto ao efeito deste quadro no neurodesenvolvimento, ao analisar o
comportamento da prole de fémeas prenhes injetadas com LPS no dia gestacional 9,5 foram
observadas alterac6es na interacdo social por meio do comportamento de brincar e da relacdo
mae-filho, alteracbes na atividade exploratéria € no medo e diminuicdo nos mecanismos de
aprendizagem, caracteristicas estas presentes no TEA (TARICANO, 2010; KIRSTEN, 2012;
BERNARDI; KIRSTEN; TRINDADE, 2012). Tais alteracbes comportamentais sugerem
alteracbes em varias areas encefalicas envolvidas na expressdo dos chamados
comportamentos autisticos (ZHAO; DENG; GAGEF, 2008; FERREIRA, 2011).

2.7 HIPOCAMPO- MORFOLOGIA e POPULACOES CELULARES

O hipocampo, situado na porcdo medial do lobo temporal de cada hemisfério
cerebral se estende ao longo do corno inferior dos ventriculos laterais e apresenta fungdes na
modulagdo emocional, memoria, memoria associativa olfativa-espacial, aprendizagem
espacial e comportamentos motivados (EICHENBAUM et al., 1999; BARRETO, 2016).

Estruturalmente, o hipocampo é constituido pelo giro denteado e pelo corno de
amon(CA1,CA2 e CA3)(BARTSCH; WULFF, 2015). Durante o desenvolvimento, uma faixa
continua de neurénios responsaveis por originar tanto o CA quando o GD dobra-se sobre si
mesmo e posteriormente resulta na formacao das trés camadas do arqueocortex (TURNER et
al., 1998). A regido do CA é constituida por uma camada central denominada camada
piramidal ou stratum piramidale onde ha o predominio de neurbnios piramidais cujos
dendritos apicais formam o stratum radiatum e os basais formam o stratum oriens
(TAVARES, 2006). O GD apresenta uma camada central denominada camada granulosa ou
stratum granulosum,composta por neurénios granulares cujos dendritos apicais formam o
stratum moleculare e o0s basais formam o hilus juntamente com interneurénios
polimérficos(VANHOESEN; HYMAN, 1990). Ainda ha o stratum lucidum formado pelos
dendritos apicais das células piramidais da regido de CA3 e o stratum lacunosum-moleculare,
representado pelos dendritos distais das células granulares do GD (ALTMAN; BRUNNER;
BAYER, 1973; CAMPOS; CRUZ-RIZZOLO; PINATO, 2015).

Funcionalmente os neurdnios hipocampais sdo classificados em principais e
interneurdnios, sendo que os principais estabelecem sinapse com neurbnios externos
participando das vias de entrada e saida de informagGes (KNOWLES, 1992;KULLMANN,

2011) e os interneurdnios estabelecem comunicacdo local, participando do controle e



28

modulagdo do fluxo interno de informagcdes excitatrias e inibitorias (FREUND; BUZSAKI,
1996).

Apds o processamento das informacfes em diferentes areas neocorticais, essas sdo
encaminhadas até o hipocampo passando primeiramente pelo cortex entorrinal, que se divide
em: cOrtex entorrinal mediano, associado a regides de processamento espacial e cortex
entorrinal lateral, associado a areas de reconhecimento de objetos permitindo o influxo de
informacbes para a aquisicdo visuo/espaco/temporal (KNIERIM, 2015). Os neurdnios
presentes no cArtex entorrinal recebem essas informagdes e por meio de suas projecOes as
conduzem até as células granulares do GD as quais se projetam via fibras musgosas até as
células piramidais da CA3 (KNIERIM, 2015). Na sequéncia essas informagdes sdo enviadas
da CAS3 via fibras colaterais de Schaffer para CAl e desta ao subiculum (VIVAR; VAN-
PRAAG, 2013).

Outras areas corticais e subcorticais estabelecem conexdes com o hipocampo, como
0 cortex peri-rinal e pos-rinal além das estruturas subcorticais como o septo medial, amigdala,
locus coeruleus e nucleos da rafe (KNIERIM, 2015). Quanto as eferéncias hipocampais, as
informacGes saem pelo fornice por meio das projecoes dos axdnios dos neurénios presentes
no subiculum e seguem para os corpos mamilares do hipotalamo enquanto axénios de CALl e
CAS3 projetam-se para nucleos septais prosencefalicos, nucleo accumbens (estriado ventral),
amigdala e cortex pre-frontal (GIGANTE, 2013; KNIERIM, 2015). Reciprocamente CAl e 0
subiculum também se projetam ao cortex entorrinal (AMARAL; WITER, 1989; GIGANTE,
2013).

Além dos neurdnios, as células da glia atuam na modulacdo das sinapses e no
funcionamento do hipocampo. Dentre a populacdo de células da glia do SNC distinguem-se
dois tipos de astrocitos: os fibrosos, que apresentam prolongamentos mais longos e menos
ramificados e sdo mais comuns na substdncia branca e o0s protoplasmaticos cujos
prolongamentos sdo menores e com muitas ramificacdes e localizam-se principalmente na
substancia cinzenta (SOFRONIEW, 2009). Astrdcitos participam do equilibrio e a
manutencdo de ions e outras moléculas no ambiente extracelular, do controle/regulacdo do
fluxo sanguineo para o tecido nervoso, do suporte estrutural dos neurdnios, da captacdo e
fornecimento de metabolitos para prover energia aos neurbnios, controle de fluidos e
neurotransmissores, da plasticidade do tecido nervoso e das sinapses (SAFRONIEW, 2009;
REICHENBACH; DEROUICHE; KIRCHHOFF, 2010).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0165017310000172#!
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Para possibilitar a identificacdo desse tipo celular usa-se um anticorpo para marcar a
proteina glial fibrilar acida (GFAP) (YANG; WANG, 2015) presente no citoplasma e com
funcdo estrutural na formacao do citoesqueleto dos astrécitos (PEKNY; PEKNA, 2004).

Quando o tecido nervoso é alvo de injarias, processos neurodegenerativos, processos
inflamatorios ou alteracfes hemodinamicas, essas células modificam sua morfologia e alteram
a expressdo de suas moléculas (SOFRONIEW, 2009). Nessa condicdo ha o aumento na
expressdo do GFAP em astrocitos reativos que atuam isolando a lesdo, controlando a
proliferacdo de neurdnios e o fluxo sanguineo no tecido nervoso pos-trauma e dando suporte
para o processo de mielinizacdo (PEKNY; WILHELMSSON; PEKNA, 2014; BRENNER,
2014; HOL; PEKNY, 2015).

As microglias, além de atuar em processos de defesa exercendo funcdo fagocitica,
participam no refinamento e maturacdo das conexdes sinapticas removendo sinapses mais
fracas ou inativas, controlam processos de morte celular programada, proliferacdo celular e
ainda apresentam um importante papel em processos inflamatorios oriundos de lesdes ou
injarias ao tecido nervoso (KOYAMA; IKEGAYA, 2015; BILBO et al., 2018). Quando essas
células detectam qualquer tipo de agressdo ao tecido nervoso elas tornam-se ativadas
expressando assim dois fenotipos conhecidos como M1 e M2. O primeiro, M1 é conhecido
por induzir a producdo de citoninas pro-inflamatorias e radicais livres como IL-1B, TNFa e
IL-6 (HOOGLAND et al., 2015; XU et al., 2017). Ja M2 é conhecido por induzir 0 processo
de reparacdo e remodelamento do tecido lesado (GLEZER; SIMARD; RIVEST, 2007). Sua
caracterizacao é possivel devido a proteina IBA-1 (proteina de associacédo de ligacdo ao célcio
ionizada — 1) (NORDEN et al., 2016). Estudos mostram que individuos com TEA apresentam
microglias ativadas em diversas areas encefalicas como cortex cerebral, giro cingulado
anterior e cerebelo (SUZUKI et al.,, 2013; KOYAMA,; IKEGAYA, 2015) além de
apresentarem alteracdes em sua morfologia e densidade em areas como a regido do cértex
pré-frontal regido dorso-lateral (MORGAN et al., 2010). O conhecimento mais detalhado
sobre a expressdo da microglia em diferentes areas encefalicas se faz importante para
possibilitar uma melhor compreensdo de sua funcéo e relagdo com quadros que acometem o
neurodesenvolvimento (SUZUKI et al., 2013).
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2.8 LIGANTES DE CALCIO

As proteinas ligantes de calcio (CaBPs), amplamente distribuidas ao longo do SNC,
apresentam afinidade ao fon célcio (Ca?*) permitindo a sua passagem pela membrana celular e
estdo divididas no grupo das anexinas e das EF hand, do qual participam, dentre outras a,
calbindina (CB), a calretinina(CR) e a parvalbumina(PV) que atuam na transmissdo sinéptica
por meio do controle dos niveis de Ca’*intracelular (SILVA, 2011; ALPAR et al., 2012;
ZIMMERMANN et al., 2013). Assim as CaBPs por atuarem no tamponamento e transporte
de Ca®* estéo relacionadas a fendmenos presentes em varias areas do SNC como plasticidade,
envelhecimento, atividade neuronal e a formacdo de memoéria (DEMEULEMEESTER et al.,
1989; HOF et al., 1999). Nos neurdnios hipocampais, a CB, CR e a PV estdo localizadas em
neurdnios gabaérgicos (HOF et al., 1999; CAMP; WIJESINGHE, 2009), importantes nas
alcas inibitorias presentes nos processos de formacdo de memoria (BAIMBRIDGE et al.,
1992; GULYAS et al, 1991). Alteragdes nos neurdnios CaBPs-IR representam assim
mudancas no sistema gabaérgico de interneurdnios incidindo diretamente nas funcgdes
hipocampais (MIETTINEN et al., 1992; WOUTERLOOD et al., 2001).

3. JUSTIFICATIVA

O grupo de patologias que acometem o neurodesenvolvimento, incluindo o TEA
apresenta grande incidéncia na populacdo mundial. Embora os mecanismos envolvidos ainda
ndo tenham sido totalmente elucidados, sabe-se que a exposicdo materna a processos
inflamatdrios e infecciosos durante a gestacdo estd associada a tais distarbios no feto. Nestes
quadros inflamatorios o aumento dos niveis de citocinas causa uma série de alteragdes no
organismo materno incluindo a diminuicdo na sintese de melatonina o que, devido a ampla
gama de funcbes da melatonina pode agravar o quadro de problemas de

neurodesenvolvimento da prole.

Entre as possiveis alteragdes comportamentais a serem encontradas na prole
decorrentes deste quadro estdo disfuncdes cognitivas como déficits na memdria e nas
habilidades que estdo associadas a esse processo como é o caso da aprendizagem e da
linguagem. Contudo essa condicdo e seus possiveis mecanismos ainda ndo estdo esclarecidos

devido a complexidade dos fenbmenos envolvidos em sua génese. A melhor compreensao
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destes mecanismos pode advir de investigacbes comportamentais associadas a investigacoes

da neuroquimica de &reas relacionadas.

Considerando a relacdo existente entre alteracdes morfofuncionais nas estruturas do
SNC e os transtornos do desenvolvimento, esse estudo investigou a relacdo entre alteracdes
morfoldgicas e neuroquimicas no hipocampo e comportamentos que dependem da memdria

espacial em um modelo animal que apresenta comportamentos autisticos.

4. OBJETIVO GERAL

Investigar a memdria espacial por meio do comportamento intrinseco de alternar e
aspectos morfologicos e neuroquimicos do hipocampo em modelo animal de autismo

induzido pela exposicdo materna pré-natal ao LPS.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito da injecdo via intraperitoneal (i.p) de LPS na concentracdo de
melatonina plasmatica em ratas prenhes.

Analisar possiveis alteragdes no padrdo de memoria espacial da prole cuja rata
prenhe foi exposta ao LPS durante o periodo gestacional e comparar com a prole do grupo
controle.

Analisar possiveis alteracdes no volume hipocampal da prole cuja rata prenhe foi
exposta ao LPS durante o periodo gestacional e comparar com a prole do grupo controle.

Analisar possiveis alteracbes nos padrdes de expressdo de Calretinina e
Parvalbumina em neur6nios e nos padrdes de GFAP e IBA-1 em células da glia nas regides de
giro denteado, CAl, CA2 e CA3 da prole cuja rata prenhe foi exposta ao LPS durante o

periodo gestacional em comparar agdo com a prole do grupo controle.

5. MATERIAIS E METODOS

5.1 ANIMAIS

Para formar os casais foram utilizados oito ratos machos e 16 fémeas da espécie
Wistar, provenientes dos biotérios de criagdo da Universidade de Marilia (UNIMAR),
Faculdade de Medicina de Marilia (FAMEMA), e Universidade Estadual Paulista (UNESP),
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campus de Botucatu, com idade entre 14-17 semanas, sendo a média do peso desses animais
de 256,5¢. Os animais ficaram alojados no biotério de manutencdo da FFC-UNESP, campus
de Marilia, em caixas de polipropileno com as seguintes dimens@es: 38x32x16¢cm forradas
com maravalha, com agua filtrada e racdo (Nuvilab) “ad libitum”, em salas com aeracdo e

exaustdo controladas, temperatura em 22° C e ciclo claro/escuro de 12/12horas.

Os experimentos seguem as normas estabelecidas pela Lei n°® 11.794, de 2008,
regulamentada pelo Decreto n° 6.899, de 2009. Este projeto foi aprovado pelo comité de ética
local, CEUA-FFC, proc. N.001/2016.

5.2 ACASALAMENTO

Para o acasalamento, os animais foram selecionados de forma que os machos(N=08)
eram experientes e as fémeas(N=16)ndo experientes. Dez casais foram colocados em caixas
até o acasalamento detectado pela presenca de espermatozdides por meio de esfregaco vaginal
no qual o material coletado com cotonete umedecido em solugdo de cloreto de sodio a 0,9%,
colocado em laminas e analisado em microscopia dptica. Assim que foi detectada a presenca
de espermatozoides, este foi considerado o dia de gestacdo zero (DG 0) e a fémea foi
colocada em caixa individual até o nascimento dos filhotes (KIRSTEN, 2012; PACCOLA et
al., 2013).

5.3 DIVISAO DOS GRUPOS

As fémeas prenhes (N=10) foram divididas em dois grupos: o grupo injetado com
LPS (grupo LPS) (N=05) e o grupo injetado com salina (grupo controle) (N=05) de forma
aleatéria. No DG 9,5 de cada rata prenhe do grupo LPS, foi administrado por via
intraperitoneal (i.p) 200ug/Kg de LPS (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) diluido em
solucdo salina 0,9% e o mesmo volume de salina (solucdo aquosa de NaCl estéril a 0,9%) foi
injetado (i.p) nas fémeas no grupo controle. O dia no qual foi administrado o LPS
corresponde ao periodo de neurulacdo, etapa importante processo de desenvolvimento do
sistema nervoso embrionario em relacdo a migracdo e diferenciacdo das células nervosas
(INOUE; NAKAMURA; OSUMI, 2001; KIRSTEN et al., 2012). J& a dose administrada foi
fundamentada na literatura que refere que doses a partir de 100 pg/Kg promovem alteracGes
nas vias enddcrinas da rata prenhe, altera o tecido placentario e eleva os niveis de citocinas,

além induzir alteracGes comportamentais da prole (KIRSTEN et al., 2012).
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No primeiro dia pds-nascimento (PN1) os filhotes ndo foram manipulados para evitar
um fator de estresse para a mée que poderia levar ao infanticidio (KIRSTEN, 2012). No PN2
foi realizada a sexagem dos filhotes (SANTOS, 2002). As fémeas das ninhadas foram
descartadas e os machos (N=6 por ninhada) foram mantidos com a mée. A escolha pela prole
de machos foi devida a validacdo do modelo apenas em filhotes machos, os quais, nesse

modelo apresentaram comportamentos autisticos (KIRSTEN, 2012).

Dois grupos de fémeas prenhes (grupo LPS e grupo controle) foram utilizados
exclusivamente para a coleta de sangue para dosagem de melatonina plasmatica. Para isso, as
ratas foram decapitadas no ZT 6 (fase de claro) e ZT18 (fase de escuro), o que representou um
periodo de 3 horas e 15 horas respectivamente apés a injecdo i.p de salina ou LPS. Apés a
coleta, o sangue foi centrifugado e o sobrenadante foi congelado em -80°C até 0 momento das

dosagens.

5.4 TESTE COMPORTAMENTAL

Para avaliacdo da memoria espacial, foi utilizado o teste do labirinto em T (GERLAI,
1998). Nesse teste, foram utilizados 28 animais (14 animais do grupo LPS e 14 animais do
grupo controle) provenientes de trés ninhadas diferentes sendo utilizados seis animais de cada
ninhada para evitar o “efeito ninhada” (PEREIRA; BERNARDI; GERARDIN, 2006).

O labirinto, confeccionado em acrilico de cor preta pela Sciencelabor®, contem um
braco “A” com 90 cm de comprimento e um brago “B” com 95 cm de comprimento, ambos
conectados formando uma estrutura que se assemelha a um T. A 40 cm do inicio do braco
“A”, havia uma porta guilhotina e esse local era considerado o braco inicial do teste. Apos
essa porta, havia mais 50 cm de comprimento para o animal percorrer até chegar ao local de
escolha tendo acesso ao braco B. A distancia entre as paredes laterais tanto no braco A quanto
no B era de 15 cm e a altura dos bragos era de 50 cm inibindo assim a possibilidade do animal
sair do aparato do teste. O labirinto ficava sobre uma mesa a 75 cm de altura do chdo,
facilitando a ergonomia na hora de realizar o teste e o experimento foi realizado com luz de
baixa intensidade (MORATO, 2006; KIRSTEN, 2012).

O peso de “linha de base” foi estabelecido avaliando-se o ganho de peso dos animais
todos os dias a partir do PN 60 até que a variacdo ndo passasse de 10g ao longo de trés dias.
Este peso foi determinado como “linha de base”. Apds essa “estabilizacdo” do peso dos

animais, foi realizada restricdo na quantidade de racdo ofertada (15 a 20g por dia) e o
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monitoramento do peso todos os dias até que este se estabilizasse em 85% do peso
estabelecido como linha de base (NERY, 2015).

Ao redor do PN 70 foi realizado o teste do labirinto em T adaptado, sempre no
horario entre 13:00h e 15:00h (DEACON; RAWLINS, 2006; TIMOFEEVA et al., 2008).
Inicialmente o animal foi colocado e mantido no brago de inicio por 10 segundos. Em seguida
a porta guilhotina do brago A era aberta e o animal podia percorrer o labirinto até chegar ao
ponto onde o braco A cruzava com braco B. Neste ponto o animal tinha que escolher entre o
lado direito e o esquerdo do brago B sendo que na entrada para cada um desses lados havia
uma porta basculante que mantinhamos aberta para permitir a entrada do animal. Feita a
escolha, a porta era fechada e o animal permanecia confinado no lado do brago escolhido por
20 segundos e entéo era removido do local e colocado novamente no brago inicial (DEACON;
RAWLINS, 2006). Esse processo foi realizado por dez vezes consecutivas e foi considerado
que o animal alternou quando ele entrava com as quatro patas no lado do brago B em que ele
ndo havia visitado anteriormente. Para excluir qualquer possibilidade de pistas olfativas, o
aparato era limpo a cada tentativa realizada pelo animal com solucdo de hipoclorito 30% e
alcool 70%. Todas as tentativas realizadas pelos animais foram filmadas e analisadas por um
integrante do grupo que nao teve acesso a identificacdo dos animais. Para nosso estudo foram

avaliados o numero de alternancia e o tempo entre cada escolha realizada pelo animal.

Figural. Labirinto em T utilizado para os testes de memoria espacial e comportamento
restrito/repetitivo.
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5.5 PERFUSAO TRANSCARDIACA

Apo6s a administracdo de 1mL do anestésico Rompum (solu¢do com Acepromazina
1,8mL, Ketamina 4,5mL, Xylazina 4,5mL e H,Od 7,2mL),aguardou-se o0 seu efeito e o grau
de anestesia do animal foi verificado por teste de reflexo de aversdo a dor com a deflexdo da

pata do animal quando pingada.

Os animais (N=20, sendo 10 do grupo LPS e 10 do grupo salina) foram submetidos a
perfusdo transcardiaca, para a qual foi realizada a exposicéo da regido torécica do animal por
incisdo mediana no eixo axial. As costelas foram cortadas bilateralmente e a parede anterior
da caixa torécica rebatida facilitando o acesso ao coracdo. Com a cavidade toracica exposta, a
artéria aorta descendente do animal foi clampeada e foi realizada uma pequena incisdo na
parede do ventriculo esquerdo do coracdo, para inser¢do da canula conectada a bomba de
perfusdo. A auricula direita foi cortada para permitir extravasamento das solucdes
perfundidas, primeiramente salina 0,9% (200mL) e em seguida paraformaldeido 10%
(400mL).

Ao final cada encéfalo foi retirado e colocado em solugéo de pds-fixacdo (25mL de
paraformaldeido e 5g de sacarose) por 12 horas, e em seguida em solucdo crioprotetora
contendo 25mL de PBS (Agua destilada, Fosfato Monobasico, Fosfato Bibasico e Cloreto de
Sodio pH 7,4) e 5g de sacarose, até 0 momento do congelamento e criosseccdo em cortes
coronais de 30um de espessura em criostato (Leica CM1850). Os cortes foram coletados em
seis séries rostro-caudais e estocados em solucdo anti-congelamento (125mL de PBS, 125mL
de H,Od, 75¢g de sacarose e 125mL de etilenoglicol) a -20 °C.

5.6 DOSAGEM DE MELATONINA

A dosagem de melatonina plasmatica foi realizada por meio da metodologia Elisa
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) utilizando-se kits comerciais e seguindo o protocolo
indicado pelo fabricante (IBL, Alemanha). As concentracBes de melatonina foram expressas

em pg/mL.
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5.7 COLORACAO DE NISSL

Para a analise da citoarquitetura do hipocampo e as medidas de volume hipocampal,
celular e anélise morfoldgica, uma série de cortes encefalicos de cada animal foi lavada em
PBS 0,AM pH 7,4 e montada em disposi¢cdo rostro caudal em laminas previamente
gelatinizadas. Em seguida foi realizada a técnica de coloracdo em Nissl que consiste nas
seguintes etapas: Desidratacdo, na qual o tecido passa por uma bateria de cinco diferentes
concentracdes de alcodis, (95%, 95%, 100%, 100% e 100%, cinco minutos em cada um). A
etapa seguinte é a diafanizacdo onde o tecido passa por trés baterias contendo em cada uma
delas o solvente xilol (xilol I, xilol Il e xilol 111) permanecendo cinco minutos na primeira, dez
minutos na segunda e dois minutos na terceira. J& na reidratacéo o tecido é submetido a uma
nova bateria de sete diferentes concentracdes de alcoois (100%, 100%, 100%, 95%, 95%,
70%, 50%, dois minutos em cada um). Apos dez mergulhos em H,Od, as laminas foram
mergulhadas por trinta segundos em solucdo contendo tionina 0,25% (200 mL de agua
destilada, 12 mL de acido acético glacial, 1,44g de hidréxido de sodio e 2,59 de tionina),
mergulhadas novamente dez vezes em H,Od e desidratadas em alcodis (50%, 70% e 95%, trés
minutos em cada um), seguido por alcoois (95%, 100%, 100% e 100%, trés minutos em cada
um). Apos trés minutos em xilol 1 e xilol 11, as laminas foram cobertas com laminulas com
meio de montagem DPX (Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA).

5.8 ESTEREOLOGIA

Na anédlise de volume por estereologia considera-se a forma geométrica permitindo
estimar com precisdo parametros quantitativos de estruturas tridimensionais (OLIVEIRA,
2013). Entre os principios utilizados nesta técnica estad o de Cavalieri que permite estabelecer
o0 volume total de uma estrutura a partir de cortes seriados, sem a necessidade de analise de
todos os cortes (KAPLAN et al., 2015; MANDARIM-DE-LACERDA, 2003).

Os cortes histologicos do hipocampo foram analisados pelo Prof. Dr. Roelf J. Cruz-
Rizzolo, pesquisador da UNESP de Aracatuba, em um microscopio Zeiss Imager Z2 equipado
com platina motorizada e camera digital conectada a um computador executando o programa
Stereo Investigator 10 (Microbrightfield, EUA). Para a quantificacdo estereoldgica do volume
hipocampal foi utilizado o método de Cavalieri (WEST; SLOMIANKA; GUNDERSEN,
1991).
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5.9 IMUNO-HISTOQUIMICA- IMUNOPEROXIDASE

Séries adjacentes de cortes encefélicos de cada animal (N=5 animais por grupo)
foram processadas por imuno-histoquimica para as proteinas calretinina, parvalbumina e
GFAP. Para isso foram utilizados anticorpos primérios, anti-calretinina (1:7500), anti-
parvalbumina (1:7500), anti-GFAP (1:2000) e anti-IBA-1 (1:300) diluidos em solucédo
contendo 2% de soro normal de burro (NDS). Inicialmente os cortes encefalicos contendo o
hipocampo foram lavados em tampdo PBS 0,1 M pH 7,4 composta por, sodio fosfato
dibasico (Labsynth, Brasil) sddio fosfato monobéasico anidro (Labsynth, Brasil), cloreto de
sodio (Labsynth, Brasil) e H20d. Em seguida os cortes foram incubados em solu¢céo tampao
PBS-TX (PBS + Triton X-100-Amresco, Solon, EUA) contendo 2% de soro normal (NDS).
Apos 1 hora foi adicionado o anticorpo primario por 48 horas a 4° C em agitacdo. Em seguida
os cortes foram lavados em tampédo PBS 0,1 M pH 7,4, e incubados em PBS-TX contendo
anticorpo secundario biotinilado especifico para cada anticorpo primario diluido 1: 200 por 2
horas (CAMPOS et al., 2014). Na seqliéncia, os cortes foram lavados em PBS 0,1 M pH 7,4,
incubados por 90 min em solucdo contendo complexo avidina biotina (Vector Laboratories,
Burligame, CA) e lavados novamente com tampédo PBS (0,1 M; pH 7,4). A marcacao foi
revelada utilizando-se o cromogeno diaminobenzidinatetrahidrocloreto (DAB) com metal
cobalto como intensificador (Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA) diluido em 5 mL de 4gua
deionizada. Na sequéncia, os cortes foram montados em laminas gelatinizadas, desidratados,
deslipidificados e as laminas foram cobertas com laminulas com o DPX como meio de
montagem (Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA).Como anti-GFAP e anti-IBA-1 utilizados
sdo conjugados ao anticorpo secundario fluorescente CY3, apds a incubacdo do primario por
24 horas, os cortes foram lavados em PBS, montados, e as laminas foram cobertas com

laminulas utilizando como meio de montagem o tampdo glicerol.

5.10 ANALISE MICROSCOPICA

A anélise dos cortes encefalicos foi realizada em microscopia de campo claro e
fluorescente (microscopio Nikon Eclipse E1000, adaptado a camera digital CoolSNAP-Pro
Color, e microcomputador com software Image-Pro®Plus (Média Cybernetcs, Silver Spring,
MA, Estado Unidos). Para a identificacdo da area encefalica foi utilizado o atlas The Rat
Brain Atlas (PAXINOS; WATSON, 2006).
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5.11 ANALISE MORFOLOGICA E QUANTITATIVA

Neste trabalho, foi utilizado o software de processamento e andlise de imagens
digitais Image J (McMaster Biophotonics Facility, Canada) para avaliacdo da densidade
Optica e do numero de células imunorreativas em cada grupo. Os resultados foram
apresentados como média + erro padrdo da média. A comparacdo de médias foi feita por teste
“T” de Student no caso de comparagao entre dois grupos ou por ANOVA quando foi realizada

a comparacao entre mais que dois grupos. O nivel de significancia adotado foi 5%.

6. RESULTADOS

A dosagem de melatonina no plasma nos periodos de dia e noite das fémeas prenhes
do grupo controle e do grupo LPS mostrou diferenca estatistica entre os grupos (Figura 2). A
concentracdo de melatonina plasmatica do grupo controle no periodo diurno é menor do que
no periodo noturno (P<0,0001). A concentracdo noturna de melatonina do grupo LPS foi
menor que a do grupo controle noite (P<0,0001) e a concentracdo diurna do grupo LPS foi

maior que a do grupo controle (P<0,05) (Figura 2).
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Figura 2. Grafico comparativo de dosagem da concentracdo de melatonina plasmatica (pg/mL) das
fémeas prenhes do grupo controle e do grupo LPS nas fases de claro (dia) e escuro (noite). N=10 por
grupo, N=5 por ZT (dia ou noite).* significa diaznoite, P<0,0001; # significa LPS#controle (dia
P<0,05, noite P<0,0001).
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O teste do labirinto em T mostrou que o grupo controle (salina) apresentou maior
nimero de acertos em alternar o braco de escolha nas dez tentativas (6,4 + 0,3) quando
comparado ao grupo modelo autismo (LPS) (3,4+ 0,4) (P<0,0001) (Figura 3).
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Figura 3. Grafico comparativo do nimero de acertos entre os grupos controle (salina) e modelo
autismo (LPS) no teste de alternancia do labirinto em T.(**** P<0,0001) (N=14 por grupo).

N&o houve diferenca (P=0,8449) na média do tempo de escolha (em segundos) do
braco a ser visitado em cada tentativa entre os animais do grupo controle (salina) (38,9 + 3,15)
e do grupo modelo autismo (LPS) (39,9 + 3,6s) (Figura 4).

@80
1+
<
8 [ X J
@ 60+ ® o
Q
©
O 404
o
€ %o
Q
S 20+ o®
S
E 0 : :
> )
e’é\e <

Figura 4. Grafico comparativo do tempo de escolha em segundos entre os grupos controle (salina) e
modelo autismo (LPS) no teste de alterndncia do labirinto em T. (P=0,8449) (N=14 por grupo).
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N&o houve correlagdo entre o tempo (em segundos) para escolha do braco a ser

visitado por cada animal e o nimero de acertos no teste de alternancia espontanea no labirinto

em T tanto no grupo controle (salina) (P=0,209) quanto no grupo modelo autismo (P=0,510)

(LPS) (Figura 5).
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Figura 5. Grafico de correlacdo entre o tempo médio gasto (em segundos) para escolha do braco a ser
visitado por cada animal e o seu respectivo nimero de acertos. Em A, a correlacdo nos animais do
grupo controle (salina) (P=0,209). Em B, a correlacdo nos animais do grupo modelo autismo (LPS)
(P=0,510) no teste de alternéncia do labirinto em T. N=14 por grupo.

O namero de acertos nas cinco primeiras escolhas no teste do labirinto em T do

grupo controle (salina) foi maior (3,2 = 0,1) em comparacdo ao grupo modelo autismo (LPS)

(1,7 + 0,2) (P<0,0001) (Figura 6).
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Figura 6. Grafico comparativo do nimero de acertos nas cinco primeiras tentativas de escolhas no
teste do labirinto em T entre os grupos controle (salina) e modelo autismo (LPS) no teste de
alternancia do labirinto em T.(****P<0,0001) (N=14 por grupo).
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Em relacdo as quatro uUltimas tentativas o grupo controle (salina) (3,1 + 0,2) obteve
melhor desempenho quanto ao nimero de acertos em relagcdo ao grupo modelo autismo (LPS)
(1,8 £ 0,2) (P=0,0002) (Figura 7).
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Figura 7. Gréafico comparativo do nimero de acertos nas quatro ultimas tentativas de escolhas no teste
do labirinto em T entre os grupos controle (salina) e modelo autismo (LPS) no teste de alternancia.
(***P=0,0002) (N=14 por grupo).

A medida do volume hipocampal mostrou que o grupo controle (salina) apresentou
volume hipocampal de 24,1 + 0,5mm3 e o grupo modelo autismo (LPS) de 25,4mm3 %

2,9mmge. Sem diferenca entre os grupos nesse parametro (P = 0,67) (Figura 8).
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Figura 8. Em A, Fotomicrografia de corte coronal encefélico de rato corado em Nissl evidenciando o
hipocampo e suas divisdes e indicando a area a partir da qual foi calculado o volume hipocampal. Em
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B, grafico comparativo da média do volume hipocampal (mm®) entre os grupos controle (salina) e
modelo autismo (LPS).(N= 4 por grupo).

Dentre 0s aspectos neuroquimicos, a analise da expressdo do GFAP por densidade
Optica ndo apresentou diferenca entre os grupos modelo autismo (LPS) (43,1 + 2,2) e 0 grupo
controle (salina) (49,9 + 2,6), P=0,0565 (Figura 9).
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Figura 9. Fotomicrografias em fluorescéncia (em escala de cinza) de cortes coronais encefalicos de
ratos ao nivel do hipocampo submetidos a técnica de imuno-histoquimica para GFAP. Em A,
hipocampo do animal do grupo controle. Em B, hipocampo do animal do grupo modelo autismo
(LPS). Em C, comparagdo da densidade optica (D.O) da imunorreatividade ao GFAP (GFAP-IR) nos
grupos controle (salina) e modelo autismo (LPS) (P=0,0565), N=5 por grupo.

A expressdo do GFAP calculada por densidade 6ptica ndo mostrou diferenca entre o0s
grupos modelo autismo (LPS) (90,2 + 4,3) e o grupo controle (salina) (97,3 = 6,3) na regido
de CAl (P=0,3634). Tambem ndo houve diferenca na expressdo do GFAP entre oS grupos
modelo autismo (LPS) (104,1 + 3,3) e o grupo controle (salina) (96,5 + 6,6) nas regides de
CA2 (P=0,3143) e de CA3 (LPS 96,3 + 3,5 vs. controle 93,9 + 7,0; P=0,7612) (Figura 10).
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Figura 10. Graficos comparativos da média + e.p.m da densidade 6ptica (D.O) da imunorreatividade
ao GFAP (GFAP-IR) nos grupos controle (salina) e modelo autismo (LPS). Em A, a regido de CA1l
(P= 0,3634). Em B, a regido de CA2 (P= 0,3143). Em C, a regido de CA3 (P= 0,7612). (N= 5 por

grupo).

O total de células IBA-1 na regido de GD nao diferiu entre os grupos (P=0,0914). O
total de células IBA-1-IR na regido de CALl foi maior no grupo modelo autismo (LPS)
quando comparado ao grupo controle (salina) (P=0,0257). O total de células IBA-1-IR na
regiao de CA2 foi maior no grupo modelo autismo (LPS) quando comparado ao grupo
controle (salina) (P=0,0022). O total de células IBA-1-IR na regido de CA3 foi maior no
grupo modelo autismo (LPS) quando comparado ao grupo controle (salina) (P=0,0138)

(Figura 11).
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Figura 11. Graficos comparativos do total de células IBA-1 — IR entre os grupos controle (salina) e
modelo autismo (LPS) quantificadas na regido do GD (A) (P=0,0914). Em B, na regido de CAl
(*P=0,0257). Em C, na regido CA2 (**P=0,0022). Em D, na regido CA3 (*P=0,0138). N= 3 por
grupo.

A quantificacdo das proteinas ligantes de Calcio mostrou que o total de células PV-
IR foi menor no grupo modelo autismo (LPS) (5,9 = 0,6) quando comparado ao grupo

controle (salina) (12,2 + 1,1) (P<0,0001) (Figura 12).
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Figura 12. Fotomicrografias em campo claro de cortes coronais encefalicos de ratos ao nivel do
hipocampo submetidos a técnica de imuno-histoquimica para parvalbumina (PV). Em A e B,
hipocampo de animal do grupo controle. Em C e D, hipocampo de animal do grupo modelo autismo
(LPS). Em E, grafico comparativo do total de células PV-IR no GD entre os grupos controle (salina) e
modelo autismo (LPS) (****P<0,0001). N= 5 por grupo.

O total de células PV-IR na regido de CAL foi menor no grupo modelo autismo
(LPS) (6,1 + 0,3) quando comparado ao grupo controle (salina) (14,9 £ 0,5) (P<0,0001). Na
regido de CA2 o total de células PV-IR foi menor no grupo modelo autismo (LPS) (4,0 £ 0,2)
em relagdo ao grupo controle (salina)(11,8 £ 0,5) ( P<0,0001). O total de células PV-IR na
regido de CA3 foi menor no grupo modelo autismo (LPS) (3,7 = 0,2) quando comparado ao
grupo controle (salina) (9,1 + 0,4) (P<0,0001) (Figura 13).
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Figura 13. Gréaficos comparativos do total de células PV-IR. Em A, comparacdo entre o total de
células PV-IR entre os grupos controle (salina) e modelo autismo (LPS) em A na regido de CAl)
(****P<0,0001). Em B, na regido de CA2 (****P<0,0001). Em C, na regido CA3 (****P<0,0001).
(N=5 por grupo).

O total de células CR-IR quantificadas foi maior no grupo modelo autismo (LPS)
(13,6 £ 0,7) quando comparado ao grupo controle (salina) (7,4 + 0,4) (P<0,0001) (Figura 14).
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Figura 14. Fotomicrografias em campo claro de cortes coronais encefalicos de ratos ao nivel do
hipocampo submetidos a técnica de imuno-histoquimica para calretinina (CR). Em A e B, hipocampo
de animal do grupo controle. Em C e D, hipocampo de animal do grupo modelo autismo (LPS). Em E
grafico comparativo do total de células CR-IR no GD entre os grupos controle (salina) e modelo
autismo (LPS) (**** P<0,0001). N=5 por grupo.

O total de células CR-IR na regido de CA1 foi maior no grupo modelo autismo (LPS)
(12,7 £ 0,4) quando comparado ao grupo controle (salina) (5,0 £ 0,3) (P<0,0001). Na regido
de CA2 o total de células CR-IR foi maior no grupo modelo autismo (LPS) (5,9 £ 0,2) em
relacdo ao grupo controle (salina) (4,3 =+ 0,2) ( P<0,0001). O total de células CR-IR na regido
de CAS3 foi maior no grupo modelo autismo (LPS) (9,7 £ 0,3) quando comparado ao grupo

controle (salina) (5,4 £ 0,2) (P<0,0001) (Figura 15).
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Figura 15. Gréaficos comparativos do total de células CR-IR entre os grupos controle (salina) e
modelo autismo (LPS). Em A, na regido de CAl (**** P<0,0001) . Em B, na regido de CA2
(P<0,0001). Em C, na regido de CA3 (**** P<0,0001). N=5 por grupo.

7. DISCUSSAO

O primeiro resultado demonstrado no presente estudo foi de que a injecdo de LPS i.p
em fémeas prenhes no 9,5 dia gestacional resultou em queda no conteudo noturno de
melatonina em comparagdo com fémeas prenhe do grupo controle 15 horas apos a injecdo do
LPS evidenciando que um quadro inflamatorio durante a gestacdo influencia na sintese de
melatonina materna o que, por conseguinte resulta em um déficit desse hormdnio na
circulacio fetal. E importante ressaltar que na fase fetal, a pineal ainda ndo sintetiza
melatonina, ficando assim, o feto sujeito ao contetdo plasmatico de melatonina da mée a qual
passa pela barreira placentéaria exercendo o seu efeito protetor e sincronizando o ritmo do
embrido com o da mde (MERCHANT et al., 2013; SAGRILLO-FAGUNDES et al., 2016;
BRAAM et al., 2018).
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A reducdo na sintese de melatonina na glandula pineal apds administracdo de LPS ja
foi demonstrada em varios modelos animais e na glandula pineal in vitro (DA SILVEIRA
CRUZ-MACHADO et al., 2010b; DA SILVEIRA CRUZ-MACHADO et al., 2012; PINATO
et al., 2015; FERNANDES et al., 2017; MARKUS et al., 2017; HERMAN et al., 2017) a qual
possui receptores ativados pelo LPS (DA SILVEIRA CRUZ-MACHADO et al., 2010b) que
promoverm uma série de reacdes em pinealdcitos e principalmente células da glia que
compdem a pineal envolvendo aumento na producdo de TNF- a que resultaria na reducdo da
sintese de melatonina por inibicdo do gene responsavel por codificar a enzima AA-NAT
(MARKUS et al., 2007; DA SILVEIRA CRUZ-MACHADO et al., 2010b; CARVALHO-
SOUZA et al., 2011).

Em humanos, 0os mesmos mecanismos estdo envolvidos na diminuicdo da sintese de
melatonina em quadros inflamatorios (PONTES et al., 2007; DE OLIVEIRA TATSCH-DIAS
et al., 2013; PINTO; DA SILVA; PINATO, 2016). O aumento do conteddo diurno de
melatonina no grupo LPS também corrobora com estudos prévios que demonstraram a
inducdo da producdo extra-pineal de melatonina por células do sistema imunologico e por
células nervosas em quadros inflamatorios (MARKUS et al., 2007; PINATO et al., 2015). A
diminuicdo do conteddo de melatonina modula as resposta imunologica possibilitando a
ativacdo da resposta imunoldgica inata por meio das células de defesa que por sua vez passa a
sintetizar melatonina no local da lesdo (MARKUS et al., 2007; HERMAN et al., 2017). A
tendéncia € de que posteriormente a fase inflamatoria a homeostasia do organismo seja

retomada e a sintese da melatonina via pineal se normalize (MARKUS et al., 2007).

Os efeitos da diminuicdo de melatonina circulante no neurodesenvolvimento do feto
ainda nao foram elucidados, porém ha diversos estudos que comprovam a acao neuroprotetora
da melatonina (BASSANI et al., 2014; VOICULESCU et al., 2014; JOSHI et al., 2015;
PINATO et al., 2015; WATSON et al., 2016) e estudos que estabelecem a relacdo entre a
melatonina materna e o acometimento de criancas pelo TEA (ROSSIGNOL; FRYE, 2011;
BRAAM et al., 2018).

A alteracdo comportamental e as alteracbes neuroquimicas encontradas no
hipocampo no presente estudo indicam ser esta uma das areas possivelmente afetadas por este
quadro inflamatdrio pre-natal e contribuem para se estabelecer as bases que determinam as
dificuldades de aprendizagem em quadros que cursam com problemas de
neurodesenvolvimento. Caracteristicas como inflexibilidade cognitiva, comportamentos

restritivos/repetitivos e dificuldade quanto a mudancas na rotina diéria estdo presentes em
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individuos com TEA (DSM-5). Estudos anteriores ja utilizaram o teste de alternancia
espontdnea no labirinto em T para avaliar tais caracteristicas em modelos animais
(MACFABE et al., 2011; KIRSTEN, 2012). O processo de alternar espontaneamente €
intrinseco dos animais e depende da capacidade da memdria espacial e consequentemente da
integridade de estruturas relacionadas a essa fungédo como o hipocampo (LALONDE, 2002).

Os resultados do presente estudo mostraram que o grupo de animais modelo autismo
apresentou pior desempenho no teste de memdria espacial quando comparado ao grupo
controle tanto na avaliacdo do nimero total de acertos em alternar em todas as tentativas
quanto do nimero de acertos quando analisadas as cinco primeiras tentativas ou as quatro
altimas. A insisténcia do animal em visitar o braco do labirinto o qual ele j& havia
visitado,além de sugerir alteragdes na habilidade da memoria espacial € sinal de
inflexibilidade em explorar novos ambientes e comportamento repetitivo (LALONDE, 2002;
EDALATMANESH et al., 2013).

Estes resultados corroboram com resultados de estudos anteriores que utilizaram o
mesmo modelo animal, porém com diferente protocolo de avaliacdo com duas sessdes de teste
para cada grupo sendo uma de manha e outra a tarde (KIRSTEN, 2012;KIRSTEN et al.,
2015).Segundo este protocolo eram realizadas duas tentativas para cada animal. Na primeira
tentativa um bracgo do labirinto estava previamente bloqueado, forgando o animal a escolher o
braco livre (escolha forcada). Apos 20-30 minutos o animal era novamente colocado no
labirinto e os dois bracos estavam abertos para ele realizar a escolha. Caso o animal
escolhesse o0 brago previamente bloqueado era considerado uma alternancia caso contrario era
considerado um erro. Na segunda sessdo 0 mesmo processo era repedido e ao final cada
animal recebia uma pontuacdo na dependéncia do numero de acertos. No presente estudo 0s
animais foram expostos a um numero maior de escolhas livres permitindo assim um maior
namero de dados para avaliagdo da memoria espacial do animal.O calculo do total do niUmero
de acertos nas primeiras cinco tentativas e nas quatro ultimas, descartou a hipotese de que
durante o teste comportamental sem recompensa, o animal ficaria desmotivado para
realizacdo do teste interferindo nos dados obtidos (DEACON; RAWLINS, 2006).

A média do tempo para escolha do braco do labirinto a ser visitado em cada tentativa
ndo mostrou diferenca entre os animais dos dois grupos, assim como nao houve diferenca
entre 0s grupos na relacdo entre 0 nimero de acertos e 0 tempo médio de escolha entre os
animais de cada grupo. A mensuracdo do tempo despendido pelo animal para realizar uma

escolha, para permanecer em um determinado local explorando ambientes e para entrar e sair
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de ambientes identifica sinais de ansiedade, medo, estresse e até a perda do interesse na
exploracdo de novos ambientes (WANG et al., 2013; WOLF et al., 2016).

Quanto as bases envolvidas no déficit de memdria espacial, estudos anteriores
mostraram diminuicdo na eficacia em alternar apos lesdes cirdrgicas (STEVENS; COWEY,
1973; SAVAGE; BUZZETTI; RAMIREZ, 2004) ou intervengbes farmacoldgicas no
hipocampo de ratos (BLAMPIED WILBY, 1974; HUGUES; DESCHAUX; GARCIA, 2004).

Estudos anteriores em individuos com TEA relataram alteracdes de volume em areas
encefalicas como o complexo olivar superior (KULESZA; MANGUNAY, 2008), amigdala
(SCHUMANN; AMARAL, 2006), ntcleos como o caudado, accumbens, globo péalido e
putame, cértex entorrinal, tdlamo, cerebelo e corpo caloso (BAUMAN; KEMPER, 2005;
WEGIEL et al., 2014; WEGIEL et al., 2015). Segundo estes estudos, com exce¢do do corpo
caloso e amigdala estas estruturas apresentaram aumento de volume no TEA sem correlacédo
com melhor funcionalidade (STANFIELD et al., 2008; BARNEA-GORALY et al., 2014).

No presente estudo ndo foi encontrada diferenca no volume hipocampal entre os
animais do grupo controle e do grupo modelo autismo. Os resultados da literatura em
humanos sdo contraditérios, sendo que alguns ndo encontraram diferenca entre o volume do
hipocampo de individuos com TEA e controles (PIVEN et al., 1998), outros encontraram
diminuicdo (EILAM-STOCK et al., 2016), a qual, principalmente do giro denteado estaria
associada a disfungdes executivas como reducdo da capacidade de memdria presentes em
individuos com TEA (SAITOH; KARNS; COURCHESNE, 2001; FRODL, et al., 2006).
Outros estudos relataram ainda aumento do volume dessa estrutura no TEA(SCHUMMANN
et al., 2004; BARNEA-GORALY et al., 2014), sendo 0 aumento comum em individuos com
TEA que apresentam coeficiente de inteligéncia acima de 100 (MAIER et al., 2015). Estudos
com modelos animais apds exposicdo ao LPS no periodo neonatal ou exposicdo crénica,
encontraram diminuicdo do volume do hipocampo de ratos (WANG et al., 2013; MALAEB et
al., 2014).

Quanto aos aspectos bioquimicos no hipocampo a menor expressao de células PV-IR
e a maior expressdo de células CR-IR encontradas no presente estudo no grupo modelo
autismo evidencia que o ambiente inflamatério durante o neurodesenvolvimento induziu
alteracdes em interneurbnios hipocampais de classes diferentes (KOBAYASHI;
BUCKMASTER, 2003). Os interneurénios GABAérgicos hipocampais podem expressar além
do GABA, proteinas ligantes de calcio como PV, CR e CB (COGHLAN et al., 2012). Durante

0 neurodesenvolvimento, o sistema GABAérgico é fundamental nos processos intrinsecos de
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controle e regulac&o da atividade inibitdria das células nervosas. Disfungdes nesse sistema sdo
comuns em quadros como epilepsia, TEA, distarbios de aprendizagem e ansiedade
(COGHLAN et al., 2012; WU; SUN, 2015).

Os interneurdnios (GABAEérgicos) PV-IR situam-se entre os neurdnios principais
(glutamatérgicos) que constituem o hipocampo e com esses estabelecem relagdo controlando
suas atividades. A literatura aponta que no TEA sdo mais comuns alteragdes em
interneurdnios do hipocampo que expressam PV (MARIN, 2012).

As celulas PV-IR participam da modulagéo das sinapses relacionadas aos circuitos
locais responsaveis pelo aprendizado e memdria por meio do controle e tamponamento do
célcio intracelular. Essas sinapses inibitdrias para os neurénios principais permitem a origem
de ritmos elétricos denominados oscilagdes gama e sdo vitais para o processo de codificacdo
temporal e recuperacdo da informacdo permitindo assim a sincronizagdo dos disparos dos
neurdnios piramidais (KONRADI et al., 2011).Estudos apontam que uma reducdo das células
PV-IR leva a perda da inibi¢cdo dos neurénios piramidais, o0 que resultaria na dessincronizacéo
desse ritmo, comprometendo a formacdo da memdria no TEA (BARTOS; VIDA; JONAS,
2007; LEE et al., 2014). Esta funcdo € demonstrada em um estudo com animais onde a
reducdo das células PV-IR acarretou aumento da atividade dos neurdnios do hipocampo
(CABALLERO; DIAH; TSENG, 2013) e prejuizos na interacdo social e comportamento
repetitivo caracteristicas presentes no TEA (WOHR et al., 2015).

Reducdo na expressdo de células PV-IR ja foram demonstradas no cortex pré-
frontalem animais submetidos ao estresse cronico perinatal e a mudancas na ativacdo
imunologica apds fémeas prenhes ter sido expostas ao Poly 1:C (GIOVANOLI; WEBER,;
MEYER, 2014; ZHANG; PRAAG, 2015; HASHEMI et al., 2017).

Assim, a diminui¢do no namero de células PV-IR encontrada no presente estudoem
todas as regides do hipocampo resulta em alteracdo no sistema GABAEérgico com menor
controle inibitorio exercido por esses interneurdnios tornando as células principais do
hipocampo hiper-excitaveis o que resulta nas alteracbes comportamentais presentes no TEA
como diminuicdo da interacdo social e tendéncia ao isolamento social (FREUND; BUZSAKI,
1996;NAKAMURA et al., 2015;FILICE et al., 2016; ZELETEL; FILIPOVIC; PUSKAS,
2016).

Quanto a maior expressao de células CR-IR encontradas no grupo modelo autismo

nas regides do GD, CA1, CA2 e CA3 no presente estudo, esses resultados, corroboram com
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outros estudos que mostraram um aumento significativo dos neur6nios CR-IR
especificamente na regido de CA1 do hipocampo em tecido cerebral de individuos com TEA
(LAWRENCE et al., 2010). Essas células tambeém sdo identificadas como interneurénios que
constituem o sistema GABAérgico porém apresentam padrdo de comunicacdo diferente dos
interneurdnios PV-IR. Enquanto os neurénios PV-IR estabelecem comunicagdo perisomatica
exclusivamente com as células principais do hipocampo, as células CR-IR além de
estabelecerem sinapse dendrodendritica com estas mesmas células, também estabelecem
sinapse com outros interneurbnios e por meio do tamponamento do célcio, atuam na
modulacdo excitatoria e inibitéria destas sinapses além de apresentar efeito neuroprotetor
evitando a excitotoxicidade resultante da ativagdo neuronal constante(CAMP; WIJESINGHE,
2009), além de funcBes no controle do ciclo e da proliferacdo celular em células nédo
excitaveis como as células mesoteliais(SCHAWLLER, 2014).

Por outro lado 0 aumento na expressao encontrado no presente estudo pode indicar
menor vulnerabilidade das células CR-IR frente a quadros inflamatérios pre-natais, € um
possivel aumento na inibicdo a outros interneurdnios, 0 que contribui para um maior estimulo
das ceélulas principais excitatorias (BOTTERILL et al., 2017). No coértex entorrinal de
pacientes com doenca de Alzheimer a expressdo das celulas CR-IR oscilam com o passar do
tempo enquanto os interneurénios PV-IR diminuem, demonstrando que € possivel haver
oscilagdes nessa expressdo de acordo com o estimulo e o tempo (MIKKONEN et al,. 1999;
ALTOBELLI et al., 2015).0scilaces na expressao da CR podem resultar em morte neuronal
pelo desequilibrio na concentragdo do calcio,hiper-excitabilidade das células, alterando o
controle inibitério das sinapses o que é caracteristico de quadros de epilepsia (TOTH;
MAGLOCZKY, 2014).

Considerando a relevancia destas proteinas na circuitaria hipocampal e para o
funcionamento adequado dos processos pelos quais o hipocampo € responsavel, tais
alteracdes podem ser a base para o entendimento das anormalidades comportamentais além
das alteracbes nos mecanismos de aprendizagem e memoria observadas nesse modelo
(LALONDE, 2002).

Além dos neurbnios principais e interneurdnios, as células da glia desempenham
funcbes imunoldgicas tanto no hipocampo quanto nas outras areas encefalicas, por meio da
liberacdo de citocinas, como as interleucinas, interferons e TNF e também por apresentarem
receptores TLR-4, importantes na deteccdo de sinais patologicos. Sabe-se também de sua

atuacéo na plasticidade, regulagéo, formacgéo e eliminacdo de sinapses bem como a producao
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de fatores de crescimento fundamentais para o funcionamento neuronal(CARPENTIER,;
DUNCAN; MILLER, 2008; GOMES; TORTELLI; DINIZ, 2013; PETRELLI; PUCCI;
BEZZI, 2015).0s astrdcitos atuam ainda na captacdo de glutamato e sintese de glutamina
essenciais para a formagdo do GABA e para a regulacdo dos niveis de glutationa a qual atua
na protecéo do tecido frente aos radicais livres (BERNARDI et al., 2013).

O GFAP é um filamento intermediario encontrado nos astrocitose marcador imuno-
histoquimico destas células(LEMOS; ALESSI, 1999). Mediante a uma agressdo, 0s astrocitos
reagem (reatividade astrocitaria) e apresentam alteragdes morfoldgicas, fisiologicas e
moleculares aumentando ou diminuindo a expressdo de proteinas. Este quadro pode ser
verificado na epilepsia(COULTER; STEINHAUSER, 2015), doenca de Alzheimer
(SERENKI; VITAL, 2008), Parkinson, Huntington, esclerose lateral amiotrofica
(PHATNANI; MANIATIS, 2015) e no TEA(PETRELLI; PUCCI; BEZZI, 2015).

Os dados do presente estudo mostraram que o ambiente inflamatorio pré-natal
desencadeado pela ativacdo imune materna ndo representou alteracdo na expressdo da
proteina GFAP no hipocampo do animal adulto indicando que a reatividade astrocitaria nao
tem relacdo com as disfungdes hipocampais apresentadas por estes animais. Estes resultados
corroboram com achados de outras areas encefélicas de individuos com TEA onde ndo houve
alteracdo na expressdao de GFAP em astrocitos da substancia branca do cortex pré-frontal
regido dorso-lateral o que demonstra que ndo ocorreu ativacdo astrocitaria nessa regido (LEE
et al., 2017). Por outro lado, nossos resultados sdo contrarios a outros estudos que
demonstraram alteracdo na expressao de GFAP no hipocampo da prole de ratas expostas ao
acido valproico (CODAGNONE et al., 2015), ou em animais com 30 dias PN da prole de
ratas expostas ao Poly I:C na gestacdo (RATNAYAKE et al., 2012). Outros estudos também
demonstraram aumento na expressao de GFAP na amigdala da prole de ratas que foram
expostas ao LPS durante a gestacdo (O'LOUGHLIN et al., 2017) e aumento na expressdo de
GFAP em éreas corticais € no cerebelo de individuos com TEA (LAURENCE; FATEMI,
2005; CROWFORD et al., 2015).Um possivel explicacdo para estes diferentes resultados
pode estar nos diferentes tempos poés-exposicao utilizados e na diversidade de estimulos
propostos (HAN;XIAO;WEN, 2015).

Analisando-se outros transtornos neuropsiquiatricos, os dados sao variaveis. Alguns
estudos mostraram que o tecido encefalico de individuos com transtorno bipolar nao
apresentou alteracbes significativas na expressdo de GFAP tanto na substancia cinzenta

quanto na branca na regido do cértex cingulado (WILLIAMS et al., 2013). Ja na esquizofrenia
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analise de tecido encefalico de individuos também mostrou que ndo houve diferenca na
expressdao em regides como o cortex entorrinal, subiculo (FALKAI et al., 1999).Houve
diminuicdo na expressdo de GFAP no hipocampo de individuos com transtorno depressivo
maior (COBB et al., 2016).

Diferentemente do predominio de achados de aumento na expressdao de GFAP em
individuos com TEA, nossos resultados sugerem uma mudanca de olhar para com o papel da
ativacdo astrocitaria indicando que em nem todos 0s casos essa reagdo ocorra 0 que aponta

para uma investigacdo mais detalhada dos mecanismos envolvidos nessa ativagao.

Nossos resultados mostraram que o nimero total de microglias IBA-1-IR foi maior
nas regides CA1l, CA2 e CA3 do hipocampo dos animais do grupo modelo autismo quando
comparados com o do grupo controle, exceto na regido do GD onde ndo houve diferenca
estatistica entre os dois grupos. As microglias quando se encontram frente ao processo de
injaria ao tecido nervoso respondem desencadeando um quadro de microgliose que
corresponde a sua ativacdo (NORDEN et al., 2016). Esse processo se faz por uma série de
vias, entre elas, a ligacdo e 0 aumento na expressdo de seus TLR-4 que por consequéncia
desencadeia a ativacdo do fator NFKB. Outras moléculas também sdo capazes de controlar o
seu funcionamento como é o caso do GABA e do glutamato (HOOGLAND et al., 2015). O
aumento de citocinas inflamatérias muitas vezes precede o aumento na ativacdo das
micrdglias no tecido nervoso (NORDEN et al., 2016). Estudos utilizando tecido cerebral post-
mortem de individuos com TEA mostraram sinais de ativacdo de microglias em diferentes
areas como cortex e cerebelo (VARGAS et al., 2005). Estudos presentes na literatura mostram
que alteracdes nas células microgliais acarretam em déficit funcional dessas células como é o
caso das alteracbes na poda sinaptica em um modelo animal que utilizava camundongos
geneticamente modificados para mimetizar o fenétipo da sindrome de Rett. Nesse modelo, os
animais apresentaram falta de maturacdo em suas sinapses na regido de CAL o que prejudicou
o fluxo de informacg6es transmitidas ao longo do hipocampo comprometendo assim aspectos
cognitivos os quais estdo presentes em individuos com caracteristicas similares ao TEA
(JAWAID et al., 2018). Estudos utilizando o LPS administrado em ratos com 03 dias p0s-
natal mostraram que as microglias respondem a essa toxina tornando-se ativadas mediante a
ligacdo do LPS em seus TLR-4 e desencadeando assim a producdo de citocinas pro-
inflamatorias IL-1B, IL-6 € TNF-a o que levou a um comprometimento em fungdes
cognitivas e de comunicacao desses animais (PANG et al., 2016). Outros estudos utilizando

modelos animais com doengas neurodegenerativas e que utilizaram o LPS mostraram
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aumento na ativacdo e no numero de microglias no hipocampo nas regibes do GD, CA1,
CA2 e CA3 (LANA et al., 2017). A administracdo de LPS na rata prenhe também resulta em
alteracdo morfoldgica nas microglias na regido da amigdala indicando um aumento em sua
ativagdo o que acarretou em alteragbes comportamentais a esses animais correlacionadas a
quadros de ansiedade e depresséo (O’ LOUGHLIN et al., 2017).

8. CONCLUSAO

O LPS administrado em fémeas prenhes no periodo pré-natal foi capaz de
desencadear um quadro inflamat6rio no organismo materno o que provocou alteragdes na
concentracdo plasmatica de melatonina e alterou o neurodesenvolvimento da prole. Animais
do grupo modelo autismo apresentaram déficit na memoria espacial. Tal alteragdo ndo esta
relacionada a mudancas na ativacdo astrocitaria no hipocampo desses animais, mas sim a
alteracbes na ativacdo de microglias e na expressdao das proteinas ligantes de célcio
parvalbumina e calretinina presentes nos interneurénios gabaergicos hipocampais. Isto indica
um comprometimento sinaptico entre neurdnios e interneurdnios que atuam nas alcas

excitatorias e inibitorias de formagdo de memoria.
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