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RESUMO

O presente trabalho avaliou, em testes comportamentais, as atividades
exploratéria e locomotora de camundongos BALB/c adultos jovens que foram
expostos ao acido valproico durante a gestacdo e mediu a concentracdo de citocinas
pro-inflamatorias no sangue periférico. Com essa finalidade, todas as fémeas no dia
12,5 de gestacédo receberam 0,2 mL de VPA diluido em soro fisiolégico (600 mg / kg
de peso corporal) ou igual volume de solucao salina. Os filhotes foram desmamados
no 21° dia pés-natal e os machos foram mantidos ou no ambiente empobrecido de
gaiolas padrdo de laboratorio (AP) ou em uma gaiola enriquecida (AE). Quatro
grupos experimentais independentes de acordo com a condicdo experimental e
ambiente (Ctrl/AE, Ctrl/AP, VPA/AE, VPA/AP) foram organizados. Aos 5 meses de
idade, todos os animais submetidos aos testes comportamentais de Campo Aberto
(CA), Memodria Episédica (ME), Burrowing e Labirinto em Cruz Elevado (LCE),
tiveram seu sangue periférico coletado e foram perfundidos com solucdo salina,
seguida de fixadores aldeidicos. Two-way ANOVA revelou influéncias significativas
da condicado experimental (VPA vs. Salina) e ambiente (AE vs. AP) nos resultados
comportamentais e na concentracdo periférica de citocinas pro-inflamatérias. No
Campo Aberto, os grupos do acido valproico, independente do ambiente onde foram
mantidos, reverteram a tendéncia natural de evitar o centro da arena, F (1,54) =
5,59, p = 0,022. Da mesma forma, no Labirinto em Cruz Elevado, os grupos do &acido
valproico, independente dos ambientes em que o0s animais foram mantidos,
apresentaram influéncia significativa no tempo gasto no centro da plataforma,
reduzindo-o significativamente, F (1,51) = 7,57, p = 0,0082. Two-way ANOVA
também demonstrou influéncia significativa da condicdo experimental (VPA vs.
Salina) na resposta imune, reduzindo a IL-1B, F (1,49) = 26,24, p <0,0001 e
aumentando a IL-6, F (1,46) = 16,96, p = 0,0002 dos grupos acido valproico.
Camundongos BALB/c expostos ao acido valproico durante a gestacdo mostram
mudancas significativas em seu comportamento para explorar novos ambientes e
avaliar o risco na idade adulta, e isso esta associado a alteragBes periféricas de
citocinas proé-inflamatérias. A estimulacdo somatossensorial e cognitiva do

enriguecimento ambiental parece néo ser suficiente para reverter as alteragdes.

Palavras-chave: Autismo, BALB/c, Acido valproico, Comportamento, Interleucinas



ABSTRACT

The present study evaluated, in behavioral tests, the exploratory and
locomotor activities of young adult BALB/c mice that were exposed to valproic acid
during pregnancy and measured their proinflammatory cytokines concentration in
peripheral blood. To this end, we exposure females to males and on day 12.5 of
gestation, females received 0.2 mL of VPA diluted in saline (600 mg / kg body
weight) or equal volume of saline solution. The pups were weaned on the 21st
postnatal day and the males were kept either in the impoverished environment of
standard laboratory cages (IE) or in an enriched cage (EE). Four independent
experimental groups according to experimental condition and environment (Ctrl / EE,
Ctrl / IE, VPA | EE, VPA | IE) were organized. At 5 months of age, all animals were
submitted to Open Field (OF), Episodic Memory (EM), Burrowing and Elevated Plus
Maze (EPM) tests and had their peripheral blood collected and then perfused with
saline followed by aldehyde fixatives. Two-way ANOVA revealed significant
influences of experimental condition (VPA vs. Saline) and environment (EE vs IE) on
behavioral outcomes and on proinflammatory cytokines peripheral concentrations. In
the open field, the valproic acid groups, regardless of the environment where they
were kept, reversed the natural tendency to avoid the center of the arena, F (1,54) =
5.59, p = 0.022. Similarly, in the elevated plus maze, the valproic acid groups,
independent of the environment where the animals were kept, showed a significant
influence on the time spent in the central platform, reducing it significantly, F (1,51) =
7.57, p = 0.0082. Two-way ANOVA also demonstrated a significant influence of the
experimental condition (VPA vs. Saline) on the immune response reducing IL-18, F
(1.49) = 26.24, p <0.0001 and increasing IL-6, F (1.46) = 16.96, p = 0.0002 of the
valproic acid groups. BALB/c mice exposed to valproic acid during pregnancy shows
significant changes on their behavior to explore novel environments and to assess
risk at adulthood, and this is associated with proinflammatory cytokines peripheral
changes. Somatosensory and cognitive stimulation of environmental enrichment

seems to be not enough to reverse it.

Keywords: Autism, BALB/c, Valproic acid, Behavior, Interleukins
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1. INTRODUCAO

1.1 Transtorno do espectro do autismo, fatores ambientais e acido valproico

O transtorno do espectro do autismo (TEA) é definido pelo Manual
Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais - 52 edicdo (DSM-5) como um
distarbio neurocomportamental manifestado por déficits na comunicacdo social, por
interesses especificos e comportamentos repetitivos (APA, 2013).

O TEA é classificado atualmente pela severidade em trés niveis, como leve,
moderado e grave, o que ird definir o “nivel de suporte” indicado para cada
individuo, ou seja, Nivel 1 (“Suporte Necessario”), Nivel 2 (“Requerendo suporte
substancial”) e Nivel 3 (“Requerendo suporte muito substancial’), conforme o DSM-
5 (APA, 2013).

Sua prevaléncia tem aumentado sensivelmente com o tempo e segundo
alguns autores, houve registro de 4 a 5 casos por 10.000 em 1966 evoluindo com
abrangéncia de cerca de 1 em 150 no ano 2000 para 1 em 88 no ano 2008 (KOGAN
et al., 2009; TCHACONAS e ADESMAN, 2013).

Em 2014, a Rede de Monitoramento de Deficiéncias no Desenvolvimento e
Autismo dos Estados Unidos (Autism and Developmental Disabilities Monitoring -
ADDM) informou que cerca de 1 em 68 criancas tinham TEA (com base em dados
de 11 comunidades em 2010).

Ainda ndo esta totalmente esclarecido até onde esse aumento € real ou se é
decorrente de mudancas nos criterios diagndésticos para o TEA (TCHACONAS e
ADESMAN, 2013).

O TEA, por ser complexo e de grande heterogeneidade, permanece com a
fisiopatologia obscura e o desenvolvimento de modelos animais refletindo aspectos
comportamentais, neuropatologicos e genéticos é fundamental (CHEH et al., 2006)
e pode estabelecer uma conexdo entre a compreensdo das caracteristicas
moleculares da doenca e o desenvolvimento de agentes terapéuticos (LEBLANC e
FAGIOLINI, 2011).

O diagnéstico do TEA é clinico e podem ser empregadas diversas avaliacoes,
como a Entrevista Diagndstica de Autismo (ADI) e o Sistema Diagndstico de
Observacdao do Autismo (ADOS), representando uma entrevista estruturada
bastante completa e um método de observacdo para avaliar objetivamente as

habilidades sociais, de comunicacdo e de comportamento, abrigando todos os



niveis do espectro possivel. (SCHOPLER et al., 1980; KRUG, ARICK e ALMOND,
1980).

Ha evidéncias, ainda, que muitas criancas e adultos previamente
diagnosticados como tendo retardo mental se encaixavam nos critérios diagnosticos
de TEA segundo o Manual Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais — 42
edicao (DSM-4) e o DSM-5 (SHATTUCK, 2006; ELSABBAGH et al., 2012).

Sédo aplicados também, instrumentos validados para populacdo brasileira
como a Escala de Avaliagcdo para Autismo Infantil (Childhood Autism Rating Scale,
ou CARS) e a Lista de checagem de comportamento autistico (Autism Behavior
Checklist ou ABC), que auxiliam na identificacdo de caracteristicas autisticas
(SCHOPLER et al., 1980; KRUG, ARICK e ALMOND, 1980).

Os sintomas do TEA devem estar presentes na primeira infancia e interferir
com as atividades diérias, sendo 4 vezes mais prevalentes em homens do que em
mulheres (THEOHARIDES, KEMPURAJ e REDWOOD, 2009).

A etiologia é variada, em grande parte desconhecida e parece ser o resultado
da interacdo de fatores genéticos complexos e influéncias ambientais. E comum
entre as criancas com este transtorno, algum grau de deficiéncia mental e uma
variedade de alteracbes de aprendizagem e comportamentais (TCHACONAS e
ADESMAN, 2013).

AlteragOes epigenéticas no mecanismo do TEA também tém sido propostas
(ORNOY, WEINSTEIN-FUDIM e ERGAZ, 2015), assim como a desregulacdo
imunitaria que incluem niveis anormais de citocinas e fatores de crescimento e
varios anticorpos materno e fetal para o tecido cerebral (ROSSIGNOL e FRYE,
2012).

E citado, ainda, 0 aumento do estresse oxidativo, disfun¢do mitocondrial,
anormalidades na serotonina no cérebro, a conectividade da substancia branca
anormal, diminuicdo no numero de células de Purkinje do cerebelo, neuroinflamagéo
(HERBERT, 2010) e defeitos de migracdo neuronal (BILLECI et al., 2012;
GRABRUCKER, 2012; ROSSIGNOL e FRYE, 2012).

Em publicacdo de Bauman e Kemper (2005), estes autores também relatam a
ocorréncia de uma significante diminuicdo no numero de células de Purkinje no
cerebelo. A amigdala e as areas pré-frontais séo citadas, em outros trabalhos, como
as regides cerebrais com maior potencial de envolvimento, sendo a amigdala a

estrutura com maior comprometimento em metade das criangas com autismo



(BUGALHO, CORREA e VIANA-BAPTISTA, 2006; SALMOND et al., 2003).

Outros autores sugerem que 0s comportamentos estereotipados e repetitivos
tipicos dos autistas sdo decorrentes de alteracdes no cortex orbito-frontal e nucleo
caudado, assim como em regides associadas ao disturbio obsessivo-compulsivo
(AMARAL, SCHUMANN e NORDAHL, 2008).

No trabalho publicado por Zilbovicius, Meresse e Boddaert (2006), as
estruturas cerebrais relacionadas ao autismo incluem o cerebelo, a amigdala, o
hipocampo, o corpo caloso e o cingulo.

Em ressonancia magnética com volumetria, foram observadas alteracfes
principalmente no volume cerebral sugerindo que areas, como giro cingulado,
caudado, cerebelo, giro fusiforme, giro frontal superior e inferior, giro temporal
superior, talamo, insula e cortex occipital, apresentam aumento de substancia
cinzenta e reducdo de substancia branca, o que pode justificar o déficit da
conectividade entre as diferentes regides (BONILHA et al., 2008; COURCHESNE e
PIERCE, 2005).

As disfuncdes corticais presentes nas criangas com autismo, passaram a ser
estudadas com o advento de técnicas funcionais como tomografia com emissao de
positron (PET), tomografia computadorizada por emissao de féton unico (SPECT) e
ressonancia magnética funcional (RMF) (BODDAERT e ZILBOVICIUS, 2002).

Alguns pesquisadores identificaram hipoperfusdo da regido temporal,
incluindo giro temporal superior e sulco temporal superior, através de estudos de
PET ou SPECT, o que sugerem uma conexao entre disfuncdo do lobo temporal,
autismo e patologias do lobo temporal (YANG et al, 2011; OHNISHI et al., 2000;
ZILBOVICIUS et al., 2000) com desorganizacéao das redes corticais (BODDAERT e
ZILBOVICIUS, 2002).

Tem sido também observado em autistas niveis elevados de serotonina nas
plaguetas, sendo um fator neuroquimico consistente que pode explicar as
dificuldades nas relacdes interpessoais e a apatia frente a estimulos (GADIA,
TUCHMAN e ROTTA, 2004).

As funcdes executivas estédo prejudicadas no autismo, causam dificuldades no
planejamento e manutencdo de um objetivo na execucdo de uma tarefa, podendo
também gerar déficits no aprendizado por meio de feedback e uma falta de inibicéo
de respostas irrelevantes e ineficientes (KLIN, 2006).

Essas fungdes executivas ndo sao restritas apenas aos lobos frontais. Outras
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estruturas apresentam uma ligagdo na execug¢ao dos comportamentos como o lobo
parietal, que participa da atencéo espacial, e o hipocampo, que pode ser visto como
um sistema de coordenacao executiva que liga representacdes atraves das areas
corticais. Alguns estudos evidenciam a cognicéo ligada ao cerebelo e nacleos da
base, sendo possivel haver formacdo em rede com o cértex pré-
frontal (GAZZANIGA, IVRY e MANGUN, 2006).

1.2 Fatores de Risco e Transtornos do Espectro Autista

Os fatores de risco mais reconhecidos para o TEA sdo as exposicoes
ambientais pré-natal e perinatal que possivelmente afetam a programacéo fetal,
fatores genéticos. O ambiente pré-natal inclui o uso materno de medicamentos,
infeccdo materna e inflamagdes - com mudancas em uma variedade de citocinas
inflamatérias (ATLADOTTIR et al., 2010; BERNARDI, KIRSTEN e TRINDADE,
2012; TCHACONAS e ADESMAN, 2013) e anticorpos que atravessam a placenta
podendo afetar o encéfalo do feto - e exposicdo pré-natal ou perinatal a diversas
substancias como alcool e pesada poluicdo do ar, com especial relevancia para a
prematuridade e diabetes (ORNOY, WEINSTEIN-FUDIM e ERGAZ, 2016).

Em concordancia com o acima exposto, sdo apontados produtos quimicos
ambientais (acido valproico (VPA), talidomida, misoprostol, alcool, cocaina e metais
toxicos), por exposicdo a particulas em suspensao com poluicdo do ar de até 2,5
micron de diametro (PM 2,5), infeccbes maternas durante a gravidez (rubéola,
citomegalovirus (CMV)), condicdo materna e fetal de inflamacédo (FOX et al., 2012)
e doencas maternas como diabetes mellitus, doencas auto-imunes (BROWN et al.,
2015) ou de doencas alérgicas, tais como asma (CROEN et al., 2005).

Fatores perinatais, como asfixia, restricdo do crescimento intrauterino (RCIU),
sindrome do desconforto respiratorio (RDS) e outros, também sédo associados por
alguns autores com um aumento da prevaléncia de TEA (GARDENER et al., 2011).

Contudo, de acordo com Yang e colaboradores (2011), apesar de diversas
alteracbes terem sido associadas ao autismo, as anormalidades inflamatdrias,
neuroquimicas e de hipoperfusdo neural parecem ser as mais consistentes.

Pesquisadores demonstraram neuroinflamacdo no encéfalo e liquido céfalo-
raquidiano (LCR) de criangas com autismo, através de imunohistoquimica e ELISA,
sendo observado em ambos, um nivel consistente e significativamente maior de

subconjuntos de citocinas quando comparado aos controles, com aumento



importante da citocina pré-inflamatéria interleucina-6 (IL-6) no LCR, no giro médio-
frontal e giro cingulado anterior (Figura 1), dentre outras (PARDO, VARGAS e
ZIMMERMAN, 2005; VARGAS et al., 2005).
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Figura 1. Perfil de citocinas em tecidos cerebrais de pacientes autistas, obtidos
usando metodologia de matriz de proteina citocina. Curiosamente, um maior espectro
de aumento de citocinas pré-inflamatorias e modulatdrias foi observado no giro
cingulado anterior, onde houve um aumento significativo na interleucina-6 (IL-6)
(VARGAS et al., 2005).

Li e colaboradores (2009) também descreveram a atividade imunologica no
cérebro de autistas com aumento das citocinas proé-inflamatérias e resultados
semelhantes aos de Vargas et al., (2005).

As citocinas sdo proteinas que controlam a natureza, duracdo e intensidade
de uma resposta imune, atuam como facilitadoras da comunicacdo entre o0s
sistemas imune e neural, sendo que alguns autores relacionam as citocinas IL-1f3
(interleucina 1 beta), IL-6 (interleucina 6), IL-4 (interleucina 4), IFN-y (interferon
gama) e TGF-B (fator de transformacao do crescimento beta) ao TEA. Sao fontes
primarias de citocinas células imunitarias, incluindo as células dendriticas,
macréfagos, neutrofilos, células T e células B, além de neurbnios que produzem e
respondem a elas as quais influenciam tanto o desenvolvimento quanto a fungao do
sistema nervoso (DEVERMAN e PATTERSON, 2009).

A concentracdo de citocinas varia de acordo com o tempo, duracdo e
intensidade da interagdo neuro-imunes, influenciando no desenvolvimento do
encéfalo e sendo benéficas numa determinada concentragdo, enquanto prejudicial

noutra. Influenciam em aspectos normais do neurodesenvolvimento, tais como a



diferenciacdo de células progenitoras, a localizacdo celular / migracdo dentro do
sistema nervoso, e a formacédo da rede sinaptica (DEVERMAN e PATTERSON,
2009).

Algumas alteracfes imunes observadas em individuos autistas podem ter,
como fatores subjacentes, alguns processos inflamatoérios de longa duracdo, e sédo
também propensos a sofrer de disturbios gastrointestinais crénicos (HORNIG et al.,
2008; PARRACHO et al., 2005; WANG, TANCREDI e THOMAS, 2011).

A ativacdo imune materna pode alterar o comportamento da prole, reduzir a
sociabilidade e induzir a outros comportamentos relacionados ao autismo, o que foi
demonstrado em estudos em camundongos (MALKOVA et al., 2012). Hsiao et al.
(2012) observaram também, uma desregulacdo imune nestes animais.

Alguns trabalhos relatam que quando o farmaco anticonvulsivo, &acido
valproico, é administrado a mulheres durante o primeiro trimestre de gestacao, elas
sd0 muito mais propensas a ter criancas com TEA e deficiéncia intelectual (MOORE
et al., 2000; RASALAM et al., 2005).

Esta droga € usada contra varios tipos de epilepsia e como um estabilizador
do humor. Uma das suas a¢fes € o aumento no nivel do acido gama-aminobutirico
(GABA) no cérebro (CHEH et al., 2006).

Segundo Alsdorf e Wyszynski (2005), o VPA pode produzir efeito teratogénico
se administrado em grandes doses Unicas, causando altos niveis de pico no soro
fetal, resultando em potenciais efeitos deletérios, como anormalidades
comportamentais e alteracfes em 6rgdos dos sistemas respiratorio, cardiovascular,

geniturinario, gastrintestinal, endécrino e esquelético.

1.3 Modelo experimental do acido valproico (VPA) para investigacdo das bases
celulares e moleculares do autismo

Um modelo animal, para atingir seus objetivos como um modelo adequado
para determinada pesquisa, deve se qualificar em varios critérios, como os de
validade de constructo, validade de face e validade preditiva (NESTLER e HYMAN,
2010).

O VPA induz ao TEA tanto em humanos como em outros mamiferos, essa
equivaléncia etiolégica, que pode ser por mecanismos diversos, em grupos
diferentes, constitui a validade de constructo. A validade de face ira avaliar se ha

dados correspondentes, nos modelos ndo humanos, com os fenétipos e marcadores



biolégicos do TEA em humanos. Ao passo que, a validade preditiva avalia a
resposta do modelo ndo humano ao tratamento, com a identificacdo de farmacos
benéficos para a saude humana, com o objetivo de avaliar a sua semelhanca com a
resposta no ser humano (MABUNGA et al., 2015).

Roullet, Lai e Foster (2013) relataram outros quatro fatores como
componentes essenciais do modelo animal exposto intra-utero ao VPA, apos
extensa revisao de estudos clinicos, ou seja, dose, frequéncia de exposicao, janela
de tempo de tratamento e diferencas de género.

Num trabalho de reviséo, foi delineada a evidéncia epidemiolégica que liga
VPA ao TEA. Nesse estudo foi descrito como a exposicao pré-natal ao VPA poderia
levar ao crescimento acelerado ou precoce do encéfalo e ao desenvolvimento de
neurdnios hiperexcitaveis (CHOMIAK, TURNER e HU, 2013).

Em trabalho publicado por Moore et al. (2000), foram observadas evidéncias
clinicas que também associaram a exposi¢cdo pré-natal ao farmaco anti-epiléptico
VPA a uma elevada incidéncia de autismo. Criancas pré-expostas ao VPA
mostraram déficits nas interagdes sociais e habilidades de comunicacéo.

Posteriormente, diferentes estudos destacaram que a exposicdo pré-natal a
600 mg/kg de VPA no dia 12,5 de gestacédo (DG) produz reducédo da sociabilidade
em modelos murinos (KIM et al., 2011; SCHNEIDER e PRZEWLOCKI, 2005;
WAGNER et al., 2006).

A exposicdo de ratas prenhas ao acido valproico no nono dia gestacional
parece afetar a migracdo de neurbnios como 0s serotoninérgicos ou, no 12° dia de
gestacdo, pode afetar a diferenciacdo neural, sem produzir anormalidades
neuroanatébmicas; no entanto os filhotes apresentam disturbios comportamentais,
como o aumento de tempo gasto em atividades estereotipadas semelhantes aos
pacientes autistas (SCHNEIDER, 2006).

Segundo o0s achados de Schneider et al, (2008), as funcbes
comportamentais, imunologicas e enddcrinas no autismo estdo relacionadas ao
género e durante o desenvolvimento precoce do encéfalo, machos e fémeas
respondem de forma diferente a agentes teratogénicos e substancias toxicas.
Ohkawara et al., (2015), também identificaram que a taxa de TEA é muito maior
entre os machos.

Outros pesquisadores também observaram essa diferenca de género em

modelo murino, onde progenias masculinas e femininas de mées injetadas durante a



meia-gestacdo com lipopolissacarideo (LPS) ou com acido poliinosinico-policitidilico
(Poli I:C), que € um RNA de dupla fita e que simula uma infec¢cédo viral, exibiram
comportamentos dispares em testes de atividade motora, interacdes sociais e
comportamentos repetitivos ou estereotipados, ou seja, a ativagdo imunoldgica
materna induziu comportamentos estereotipados e repetitivos na prole masculina e
nao na feminina (XUAN e HAMPSON, 2014).

1.4 Inflamacgéo e autismo

Processos inflamatérios periférico e cerebral tém sido associados ao autismo
(DEPINO, 2013; ONORE, CAREAGA e ASHWOOD, 2012; PATTERSON, 2011).
Segundo Malik et al. (2011), estas alteracdes imunes néo se restringem ao periodo
perinatal, mas parecem persistir ao longo da vida. As células mononucleares do
sangue periférico e os linfoblastos de criangas autistas segregam maior quantidade
de citocinas proinflamatérias, particularmente Interleucina 1 beta (IL-1B), IL-6 e fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a).

Analises pos-mortem demonstraram também, que individuos com TEA
apresentam neuroinflamacdo em varias regides do cérebro (VARGAS et al., 2005) e
que o transcriptoma neocortical de autistas reflete uma forte resposta imune
(GARBETT et al., 2008).

As citocinas modulam a funcdo neuronal e o comportamento normais
(YIRMIYA e GOSHEN, 2011) e a comunicagdo entre o sistema imunoldgico e o
encéfalo é essencial para que as respostas fisiolégicas e comportamentais sejam
apropriadas a infeccdo (MCCUSKER e KELLEY, 2013).

O comportamento neuropatolégico observado no autismo pode ser mediado
pela ativacdo imunoldgica materna e desregulacdo de citocinas (ORNOY,
WEINSTEIN-FUDIM e ERGAZ., 2015).

Em um processo infeccioso as citocinas medeiam altera¢cdes neurolédgicas
associadas com comportamento doentio sinalizando diretamente para o hipotalamo
(DANTZER, 2001; SKURLOVA, STOFKOVA e JURCOVICOVA, 2006). Além disso,
novos estudos evidenciaram funcbes neurolégicas de alta hierarquia para as
citocinas, incluindo a cognigdo e memoria (MCAFOOSE E BAUNE, 2009; DERECKI
et al., 2010).

Segundo Bhat e Steimann (2009), a inflamacdo cerebral ndo é

necessariamente uma consequéncia de uma infeccéo por agente externo, podendo



ocorrer como uma resposta a producdo de agentes neurotdxicos enddgenos, ou
alteracao de rotas oxidativas.

Ha diversos relatos de desequilibrios de citocinas em TEA, 0s quais poderiam
ter um papel patogénico ou serem marcadores de influéncias genéticas e
ambientais subjacentes, sendo possivel que a desregulacdo de citocinas contribua
diretamente para a disfuncédo neural em TEA. O sistema imunoldgico pode fornecer
dados importantes sobre as interacdes ambientais podendo justificar a fisiopatologia
do TEA (GOINES e ASHWOOD, 2013).

Numa revisdo de estudos em diferentes modelos animais publicados até
2010, foi observado que a ocorréncia da ativacdo imune pré-natal maternal estava
associada com a mudanca em varias interleucinas no cérebro fetal, principalmente
em interleucina 1 (IL-1), IL-6 e TNF-a, com niveis alterados para mais ou para
menos, dependendo do periodo gestacional de aplicagdo do imundégeno e do tempo
de evolucédo (BOKSA, 2010).

Niveis de proteina quimiotatica de mondcitos - 1 (MCP-1), que parece ter
importante papel na maturacdo das células de Purkinje no cerebelo e serve como
marcador Util para o desenvolvimento neuronal anormal, foram significativamente
elevados, quando comparados com controles, em liquido amniético e ou sangue de
gestantes triadas entre 1980 e 2004 e que tiveram filhos com TEA (ABDALLAH et
al., 2012; ABDALLAH et al., 2013).

Estes autores, utilizando o mesmo coorte, em estudo do liquido amnidtico
evidenciaram aumento significativo dos niveis de IL-4, IL-10, TNF-a e de fator de
necrose tumoral beta (TNF-B), quando comparado com o0s controles.

Braunschweig et al (2008) encontraram reatividade a duas bandas proteicas
contra o cérebro fetal em aproximadamente 73 kilodalton (kDa) e 37 kDa no plasma
de 7 de 61 maes de criangcas autistas (11,5%), o que nao foi encontrado nos
controles, sugerindo uma associagdo entre 0 sistema imunolégico materno e
distarbios comportamentais.

Isto ocorreria pelo fato de que juntamente com os anticorpos imunoglobulina
G (IgG) que sao imunoprotetores, 0s auto-anticorpos que reagem as proteinas "auto"
do feto também podem atravessar a placenta. Portanto, a presenca de anticorpos
especificos contra proteinas cerebrais fetais na circulacdo de maes durante a
gravidez pode intervir sobre o neurodesenvolvimento e produzir o transtorno do

espectro do autismo.
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Para elucidar a associagao entre infeccdo materna e TEA, foram realizados
estudos in vitro com analise do papel da resposta imune materna a infeccao viral por
influenza na determinacdo de lesdes fetais cerebrais com risco de disturbios
neuroldgicos no adulto. Dessa forma, demonstraram que as respostas imunitarias
humorais e/ou celulares apos a infecgcdo por influenza A subtipo HIN1 em seres
humanos, tinham o potencial de reacdo cruzada com moléculas orientadoras de
axonio (LUCCHESE, CAPONE e KANDUC, 2014).

Outros autores utilizaram, em um modelo murino, lipopolissacarideos (LPS)
intraperitoneais, de Escherichia coli, mostrando que a sinalizacdo inflamatéria leve
por acdo de citocinas era suficiente para provocar vasodilatacdo, hemorragia e
necrose tecidual na placenta. Além disso, foi observado no cortex em
desenvolvimento, uma hipoperfuséo do feto e reducdo no indice mitético das células
progenitoras neurais (CARPENTIER, DINGMAN e PALMER, 2011).

1.5 Alteracdes hipocampais no autismo

Em trabalho recente, foi evidenciada ativacdo glial de longa duracdo no
hipocampo e no cerebelo, e resposta exacerbada ao estimulo inflamatério em
animais expostos ao VPA no periodo pré-natal. Foi mostrado, ainda, que esses
animais apresentam reducdo da interacdo social e aumento do comportamento
ansioso no labirinto em cruz elevado (LUCCHINA e DEPINO, 2014).

Na revisao de estudos de Boksa (2010) de trabalhos em diferentes modelos
animais, foi observado ativacdo imune pré-natal materna associada com mudanga
em interleucinas no cérebro fetal, como as IL-1, IL-6 e TNF-a, além de alteragdes
morfologicas em diversas areas do sistema nervoso central (SNC), principalmente
em hipocampo e cortex cerebral.

Ohkawara et al. (2015), constataram uma diminui¢do significativa nos niveis
de serotonina do hipocampo na descendéncia de adultos murinos, apés o uso do
sistema acido poliriboinosinico: poliribocitidilico (poli I:C).

Neste trabalho, foi identificado ainda, a expressdo aumentada de genes de
citocinas, como interferon-c (IFN-c), IL-1B, IL.-6 e TNF-a, além de ativacdo de
micrdglias e astrécitos em cérebros pds-morte de individuos com TEA em idade
infantil e adulto e elevacdo dos niveis de citocinas no liquido cefalorraquideano de

autistas infantes.
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1.6 Alteracdes microgliais no autismo

Durante o desenvolvimento cerebral, as microglias podem ter acdes diversas,
inclusive atuar na formacéo das sinapses, na imunidade inata e na proliferacdo de
células-tronco, sendo que a disfungcdo microglial pode acarretar grandes prejuizos
para o desenvolvimento neural, como ocorre no TEA. Elucidacbes sobre as
respostas microgliais, frente a agressodes, pode ajudar no estabelecimento de uma
intervencao terapéutica mais apropriada para individuos com TEA (TAKANO, 2015).

Outros autores também reforcam a importdncia da micréglia para o
desenvolvimento de circuitos neurais funcionais, no momento em que estas células
sao responsaveis pela poda sinaptica adequada (Figura 2). Desta forma, a disfuncéo
microglial pode estar relacionada a patogénese do TEA por meio da poda sinaptica
atenuada ou excessiva levando ao dequilibrio excitatorio/inibitério (E/l) das sinapses
(KOYAMA e IKEGAYA, 2015).
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Figura 2. Diagramas esquematicos mostrando o possivel envolvimento da microglia no desequilibrio
E/l no TEA. (A) No cérebro em desenvolvimento saudavel, em primeiro lugar, um niimero excessivo
de sinapses excitatorias imaturas é formado. Em segundo lugar, sinapses inapropriadas ou menos
ativas sao podadas pela microglia. Finalmente, fortes sinapses maduras sdo mantidas. (B) hipGtese
1: No cérebro do TEA, a microglia pode falhar em detectar sinapses inapropriadas ou menos ativas,
0 que resulta na manutencéo do excesso de sinapses excitatérias. As sinapses excitatorias mantidas
podem ser imaturas e maduras. (C) Hipotese 2: No cérebro do TEA, a microglia pode ser ativada
demais. Seria interessante se houvesse mecanismos pelos quais a microglia excessivamente
ativada podasse seletivamente as sinapses inibitérias (KOYAMA e IKEGAYA, 2015).
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2. OBJETIVOS

2.1- Geral:
Analisar as alteracdes comportamentais e a concentracdo de citocinas pro-
inflamatoérias no sangue periférico em modelo murino de transtorno do espectro

autista induzido pelo acido valproico no periodo gestacional.

2.2- Especificos:

2.2.1- Comparar o desempenho em testes comportamentais - Campo Aberto
(CA), Memodria Episddica (ME), Burrowing e Labirinto em Cruz Elevado (LCE) - de
camundongos expostos ou ndo ao acido valproico durante a gravidez, criados em
ambientes diferentes (enriquecidos e empobrecidos), medindo a atividade
exploratdria sensorial, locomotora e testando o reconhecimento de objeto e memoria

integrativa.

2.2.2- Investigar potenciais mudancas na concentracdo de citocinas pro-
inflamatorias - IL-1B, IL-6, TNF e IFN-y - através da sua dosagem no sangue desses

camundongos.

2.2.3- Testar a hipétese de que camundongos prenhes expostas ao acido
valproico alterariam o repertério inato de filhotes BALB/c na exploragdo e na
avaliacdo do risco ao explorar novos ambientes na idade adulta, e que o
enriquecimento ambiental reduziria as mudancas comportamentais e as alteractes

periféricas associadas as alteracdes na concentracao de citocinas pro-inflamatorias.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais e grupos experimentais

Camundongos (Mus musculus) adultos, linhagem BALB/c, isogénicos (oito
machos e trinta e duas fémeas), foram obtidos do biotério do Instituto Evandro
Chagas (IEC) e manipulados em conformidade com os “Principles of Laboratory
Animal Care” (NIH). Separou-se quatro fémeas nuliparas, com 6 a 8 semanas de
idade, para cada macho para acasalamento - CEUA/UFPA n° 6621140217
(23/03/2017).

As fémeas eram observadas toda manha para deteccao da presenca de plug
ou tampéo vaginal (Figura 3), sendo o dia da observacéo deste tampéo considerado
0 0,5° dia de gestacao. Todas as fémeas evidenciando este plug foram transferidas

em isolamento para a sua propria gaiola.

A d W
'T"

Figura 3. (A) Plug vaginal presente. (B) Auséncia
de plug. EscalaAe B:1cm.

Foi administrada por gavagem, dose unica de solucdo oral de valproato de
sédio (VPA) na apresentacdo de 200 mg/kg e posologia de 600 mg/kg, dissolvido
em salina até o volume de 0,2 mL, no dia 12,5 de concepc¢do. As fémeas do grupo
controle (Ctrl) receberam o mesmo volume de soro fisiolégico no mesmo periodo.

Esta posologia induz caracteristicas do TEA na prole (FAVRE et al., 2013;
BANERJEE et al, 2014; KIM et al, 2011; LUCCHINA e DEPINO, 2014;
KAZLAUSKAS et al.,, 2016), sendo que as vias afetadas pelo VPA e seu suposto
mecanismo incluem estresse oxidativo, inibicdo da histona desacetilase,
desequilibrio excitatério / inibitorio e hiperserotonemia (MABUNGA et al., 2015).

O dia do parto foi considerado como dia zero pés-natal. As fémeas eram
alojadas individualmente para criarem suas proprias ninhadas e as proles
desmamadas no dia 21 pés-natal. Os pertencentes ao mesmo grupo de tratamento

foram misturados ao desmame, sendo que camundongos de cada sexo eram
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alojados separadamente e mantidos num ciclo de 12 h de claro / escuro. Durante
todo o experimento, os camundongos receberam comida e agua ad libitum.

Quatro grupos independentes, da prole de 58 machos (VPA/AE: 17
camundongos; VPA/AP: 15 camundongos; Ctrl/AE: 16 camundongos; Ctrl/AP: 10
camundongos) foram usados para o experimento. O primeiro e segundo grupos
foram de camundongos expostos ao acido valproico no periodo pré-natal. Eles foram
acomodados tanto no ambiente empobrecido de uma gaiola de laboratério padréao
(AP - limitado a interacéo social), quanto em uma gaiola com ambiente enriquecido
(AE) com multiplos estimulos sensoriais e rodas de corrida, além da interacao social.

Camundongos nascidos dos grupos de fémeas controle foram acomodados
de forma semelhante no AP ou em uma gaiola de AE. Os 4 grupos passaram por
testes comportamentais aos 5 meses de vida, os quais foram conduzidos na mesma
sequéncia (Campo Aberto, Memoria Episédica, Burrowing e Labirinto em Cruz

Elevado) em todos os animais.

3.2 Alojamentos dos grupos experimentais

As gaiolas para manutencao dos animais do ambiente enriquecido (Figura 4)
foram montadas com vergalhdes de ferro e arame, com dois andares, medindo 100
cm x 50 cm x 100 cm e com brinquedos feitos de diferentes formas e tamanhos,
construidos de material plastico, madeira e metal, de cores diferentes como rodinhas
de correr, escadas, cilindros, bolinhas, entre outros, que eram substituidos ou
trocados de lugar periodicamente em intervalos de 15 dias.

Dentro dessas gaiolas incluimos uma segunda caixa de plastico contendo
forro de palha de arroz para descanso. Cada gaiola de ambiente enriquecido alojou
até 20 camundongos. Agua e comida eram oferecidas em andares diferentes

(superior e inferior), obrigando o deslocamento sistematico para sua obtencao.



15

L ]

~ l:

..... !

i

1

i

{ ]

. 2 1

— ‘ i

2 DN I:
é\ T o ] E

9 - 1
<’) ,/ = | g ‘ ':;
/ l_ H 1 1O
x4 I¥ 1 I’H

- 3 Il o= I

mie - ]

" ]

, = i

= = ]

. |

, L= i

% 1 |l

| 1

< (. @ = I = H

Figura 4. Ambiente enriquecido com mdltiplos estimulos sensoriais e motores, além da
interacdo social. A seta preta indica o local da agua no andar superior e a seta branca
indica o local da ragdo, o que obriga o deslocamento sistematico para aquisicdo de agua e

alimento.

Os animais do ambiente padréo foram alojados em gaiolas de plastico com 32 cm x
39 cm x 16,5 cm contendo apenas revestimento de palha de arroz, alojando até 10

camundongos cada (Figura 5).

Figura 5: Ambiente empobrecido apenas com a interacao
social (32 cm x 39 cm x 16,5 cm), escala de 4 cm.

3.3 Testes comportamentais
Os camundongos foram submetidos aos testes comportamentais (Figura 6)

de Campo aberto, Burrowing e Labirinto em Cruz Elevado, aos 5 meses de idade,
para medir atividade exploratéria sensorial e locomotora, além de registrar possiveis
mudancas na maneira de explorar novos ambientes e avaliar o risco. Realizaram
também o teste de Memoéria Episddica para testar o reconhecimento de objeto e

memoria integrativa (Quadro 1).
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TESTES
COMPORTAMENTAIS

OBJETIVOS

DESCRICAO

CAMPO ABERTO

Analisar atividade
exploratéria sensorial e
locomotora

Utilizou-se uma caixa de madeira (30 cm x 30 cm x 40 cm) e uma camera de video ligada a um computador e fixada
2 metros acima do campo aberto para gravar cada sessao de treinamento para posterior andlise com o software
AnyMaze (Stoelting). Cada animal foi colocado no centro da arena e mantido no aparelho durante 3 minutos,
semelhante ao anteriormente descrito por Kinoshita et al. (2009). Foram analisadas as variaveis: distancia percorrida
(m), linhas cruzadas (n°), tempo imovel (s), tempo no centro (s) e tempo na periferia (s) do aparato.

MEMORIA EPISODICA

Testar o reconhecimento
de objeto, memdria
integrativa

(o que? onde? quando?)

Utilizou-se uma caixa de madeira (30 cm x 30 cm x 40 cm) e uma camera de video ligada a um computador. Esse
teste consistiu de trés sessdes: duas sessdes de exposi¢cao aos objetos, de 5 minutos de duragdo, com intervalos de
50 minutos entre elas e uma de teste. Na 12 sessdo, quatro objetos idénticos foram apresentados. Na 22 sessao,
mais quatro objetos idénticos mas diferentes dos da 12 sessao foram apresentados. Na 32 sessao, que € a de teste,
dois objetos da 12 sess&o (objetos “antigos”) e dois objetos da 22 sessdo (objetos “recentes”) foram apresentados.
Além disso, um objeto da 12 sesséo foi deslocado para uma nova posigéo (objetos “deslocados”), porém os objetos

da 22 sessdo permaneceram nos lugares originais (objetos “estacionarios”).

BURROWING

Analisar atividade
exploratéria sensorial e

locomotora

O camundongo foi colocado em uma gaiola de plastico (32 cm x 39 cm x 16,5 cm) contendo um tubo de Policloreto
de Vinila (PVC) (18 cm de comprimento x 7,5 cm de didmetro) com 100g da racdo normal (pellets). Esse tubo
apresentava uma extremidade aberta e elevada a 3 cm do ch&o permitindo que o camundongo em teste removesse
a racdo para fora do tubo. Apds o periodo de 2 horas de teste, a ragdo remanescente no tubo foi pesada para o

registro da quantidade de material deslocado do tubo.

LABIRINTO EM CRUZ
ELEVADO

Analisar atividade
exploratéria sensorial e

locomotora

Constituido por 2 bragos abertos e 2 fechados (50 cm x 10 cm) colocados em posi¢Bes ortogonais entre si e 1
plataforma central (10 cm x 10 cm). Os bracos fechados com paredes de 40 cm de altura e os bracos abertos sem
paredes. O animal foi colocado na plataforma central do LCE, solto com a face virada para um dos bracgos abertos
permitindo-se a exploracéo do ambiente por 3 minutos. Cada animal realizou uma sesséo de teste em um dia. As
imagens de cada treino foram capturadas por uma camera de video instalada a 2 m de altura do LCE e conectada a
um computador, com o objetivo de armazenar os testes para posterior analise. Foram analisadas as variaveis:

distancia percorrida, tempo imével, tempo no centro, tempo nos bragos abertos e tempo nos bragos fechados.

Quadro 1. Objetivos e descricdo dos Testes Comportamentais de Campo aberto, Memoria Episddica, Burrowing e Labirinto em Cruz Elevado, aos quais
foram submetidos os camundongos dos 4 grupos experimentais (VPA/AE, VPA/AP, Controle/AE e Controle/AP) aos 5 meses de vida.
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Figura 6. llustracdo dos aparatos dos testes comportamentais utilizados pelos 4 grupos
experimentais (VPA/AE, VPA/AP, Controle/AE e Controle/AP) aos 5 meses de vida, os quais foram
conduzidos na mesma sequéncia em todos os grupos do estudo: (A) Campo aberto, (B) Memaria
Episadica, (C) Burrowing e (D) Labirinto em Cruz Elevado.

3.4 Perfusdes

No final dos testes comportamentais, todos os individuos foram pesados e
anestesiados com Tribromoetanol/Avertina (0,15 ml/5g de peso corp6reo) via
intraperitoneal no quadrante inferior direito do abdémen. Seguiu-se com coleta de
amostra de sangue de cada animal, com perfusédo imediata, via transcardiaca onde
utilizou-se solugdo salina 0,9% heparinizada, por 10 minutos, seguido por
paraformaldeido a 4% em tampao fosfato (PB 0,1M / pH 7,2-7,4) por 30 minutos.

Posteriormente realizou-se as craniotomias para retirada dos encéfalos que
foram colocados no mesmo fixador e passaram por seccionamentos em série no
plano axial, em vibratomo com 100 pum de espessura, sendo 0s cortes coletados
serialmente, um em cada 4 sec¢des para estudos futuros de células microgliais

(Figura 7), imunomarcadas com anti-lbal (Quadro 2).



Anti-lbal (Wako)

12 Fase
Acido B6rico 0,2M / pH: 9/ 70°C 1h
Tris Salina Triton 5% 3x5'
Tris Salina 0,9% 3x2'
Caseina 10% 1h
Tris Salina 0,9% 3x2'
Anticorpo Primario? 72h

22 Fase
Tris Salina 0,9% 3x2'
Anticorpo Secundario? 12h

32 Fase
Peréxido de Hidrogénio 0.3% 15'
Tris Salina 0,9% 3x2'
ABC 1h
Tris0.1M/pH: 7,2-7,4 3x2'
Tampao Acetato (pH: 6) 5
GND (Niquel/ DAB)? 4
Glucose Oxidase (0.5 mg) 30'
Tris0.1 M 3x2'

1: C6digo:019-19741 / Diluicdo 1:500

2: Cédigo: B1400 / Diluicdo 1:200

3:Solugdo A: 0.25g Niquel + 5ml Tampéao acetato

3: Solucédo B: 0,006g DAB + 5ml dH20

3: 0,029 B-D-glucose + 0,004g cloreto de amonia
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Quadro 2. Imuno-histoquimica com Anti-lbal, realizada em cortes cerebrais axiais com 100 um de
espessura e coletados serialmente, um em cada 4 seccdes para estudos futuros de células
microgliais. Os camundongos foram escolhidos pelo resultado da média dos testes comportamentais
de cada grupo analisado (VPA/AE, VPA/AP, Controle/AE e Controle/AP).
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Acido Valproico Controle Controle
Ambiente Enriquecido Ambiente Empobrecido

Ambiente Empobrecido

Acido Valproico
Ambiente Enriquecido

Figura 7. Imagens com aumento de 20X e 100X, de micréglias da camada polimoérfica do Giro
denteado, de camundongos escolhidos pelo resultado da média dos testes comportamentais de cada
grupo analisado. (A), (C), (E) e (G) Escala de 250 um. (B), (D), (F) e (H) Escala de 25 pm.

3.5 Citocinas

As concentracdes séricas das citocinas IL-1B, IL-6, TNF e IFN-y foram
analisadas por citometria de fluxo no Instituto Evandro Chagas (IEC), utilizando-se o
citbmetro de fluxo BD FACSCanto™ Il - V96101338 com BD™ Cytometric Bead
Array (CBA) Mouse IL-1B Flex Set (Bead E5), BD™ Cytometric Bead Array Mouse
IL-6 Flex Set (Bead B4), BD™ Cytometric Bead Array Mouse IFN-y Flex Set (Bead
A4) e BD™ Cytometric Bead Array Mouse TNF Flex Set (Bead C8). Todos os
procedimentos e leituras dos resultados foram de acordo com as instrugdes do

fabricante.
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3.6 Analises estatisticas

Todos os grupos foram comparados por meio de andlises estatisticas
paramétricas, two-way ANOVA, empregando-se posteriormente o Teste T ou Menn-
Whitney quando pertinente (varidncias desiguais) e o indice de Contraste, com
diferencas entre os grupos aceitos como significativa a um nivel de confianca de
95% (p < 0,05).
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4. RESULTADOS

Testes two-way ANOVA revelaram influéncias significativas dos ambientes
(ambiente empobrecido versus ambiente enriquecido) e condigcdes experimentais
(acido valproico versus solucdo salina). Interacbes significativas entre essas
variaveis também ocorreram e mudaram os resultados dos testes no Campo Aberto
e no Labirinto em Cruz Elevado (Quadro 3).

Nos testes de Burrowing e Memoéria Episddica, assim como nas andlises das
citocinas TNF e IFN-y, ndo houve resultados com significancia estatistica.

No Campo Aberto (Figura 8), a preferéncia natural dos camundongos pela
periferia do aparelho foi modificada e isso ficou prontamente evidente pelas medidas
do indice de contraste entre o tempo gasto na periferia e no centro do aparelho,
conforme definido pela seguinte equacdo: C = Tp— Tc / Tp + T, onde C é contraste,
Tp € 0 tempo gasto na periferia da arena e T € 0 tempo gasto no centro.

A partir desta equacao, torna-se claro que os valores negativos de contraste
revelam maior preferéncia pelo centro do aparelho, enquanto valores positivos
indicam maior preferéncia pela periferia. Note que o centro e a periferia da arena
tém areas iguais. De fato, camundongos do grupo do VPA mantidos em ambiente
enriguecido, em comparacdo com controles de ambiente similar, inverteram as
preferéncias naturais esperadas, exibindo os seguintes valores médios de contraste
e erros padrdo: Ctrl/AE = 0,02 + 0,06; Ctrl/AP = 0,05 £ 0,08; VPA/AE = - 0,22 + 0,07,
VPA/AP = - 0,03 + 0,05; two-way ANOVA, F (1, 43) = 4,72, p = 0,022 (Figura 8A).

Em comparacdo com os grupos controle, Ctrl/AE (36,62 £ 4,51) e Ctrl/AP
(36,08 + 4,85), nos quais ndo houve diferencas significativas, o tempo de imobilidade
dos grupos do &cido valproico foi significativamente influenciado pelo ambiente,
VPA/AE = 62,03 £ 8,78 vs. VPA/AP = 34,25 + 5,98, p(A) = 0,049 (Figura 8B).

Coerentemente, o valor médio da distancia percorrida de VPA/AE = 5,58 *
0,59, foi menor que o VPA/AP = 8,75 + 0,70, two-way ANOVA, F (1, 54) = 6,79, p =
0,01 e meio ambiente e condicdo experimental mostraram interacdo significativa,
two-way ANOVA, F (1, 54) = 7,41, p = 0,009 (Figura 8C).

Em consonancia com esses achados, o numero de linhas cruzadas foi
significativamente menor no grupo tratado com acido valproico mantido no AE = 79 +
7 que no AP =117 * 8 linhas cruzadas, F (1, 51) = 5,82, p = 0,02 e neste caso, como

previamente demonstrado para distancia percorrida, ambiente e condicdo
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experimental interagem e alteram os resultados, two-way ANOVA, F (1, 51) = 8,26, p
= 0,006 (Figura 8D).
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Figura 8. AlteracBes na atividade locomotora e exploratéria de camundongos machos de 5 meses
de idade em campo aberto, cujas maes receberam dose Unica de acido valproico (600 mg/kg de
peso corporal) diluida em 0,2mL de solugdo salina ou receberam volume igual de soro fisiolégico
por gavagem no dia 12,5 de gestacdo. (A) C = (Tp - T¢) / (Tp + T¢), onde C é contraste, Tp é 0
tempo gasto na periferia e T¢ € tempo gasto no centro da arena. Observe que a preferéncia natural
dos camundongos pela periferia do aparelho foi invertida nos grupos &cido valproico. (B) Em
comparacao com todos os outros grupos, as alteracdes na imobilidade parecem ser limitadas ao
grupo de camundongos de acido valproico mantidos em ambiente enriquecido. Coerentemente este
grupo apresentou reducéo significativa na distancia percorrida (C) e no nimero de linhas cruzadas
(D). Nivel de significancia de p < 0,05.

Da mesma forma, a exposicdo ao acido valproico durante a gestacao
modificou os resultados comportamentais na tarefa no Labirinto em Cruz Elevado
(Figura 9) do seguinte modo: preferéncia pelo braco fechado ou centro da
plataforma, analisada pelo indice de contraste C = Tgg - Tc / Tgr + T¢, onde Tge
corresponde ao tempo gasto no braco fechado e T¢ ao tempo gasto na plataforma

central. O indice de contraste revelou que o grupo VPA/AP (0,73 £+ 0,04) apresentou
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preferéncia muito maior pelo braco fechado do que o grupo Ctrl/AP (0,55 + 0,04),
com interacdes significativas entre condicdo experimental e ambiente (F (1, 49) =
4,28, p = 0,0438) (Figura 9A).

Similarmente, o tempo gasto na plataforma central ndo mostrou diferengas
significativas entre os grupos controle (Ctrl/AE = 26,34 + 4,08; Ctrl/AP = 26,38 *
1,19), mas um tempo significativamente maior foi gasto na plataforma central pelo
grupo Ctrl/AP em relacdo ao VPA/AP (Ctrl/AP = 26,37 + 1,19; VPA/AP = 16,6142 +
2,5347) e foi decorrente da condicdo experimental (F (1,51) = 7,57; p = 0,008)
(Figura 9B).

Em contraste, as diferencas significativas de imobilidade foram influenciadas
apenas pelo ambiente (p = 0,02, F (1, 53) = 5,771), em que 0s animais do grupo
Ctrl/AE = 66,9687 + 7,0006 e VPA/AE = 63,33 + 10,5607, passaram mais tempo
iméveis que animais Ctrl/AP = 32,3444 + 3,7015 e VPA/AP = 56,1 + 7,1396 (Figura
9C).

Finalmente, o indice de contraste entre o tempo gasto nos bracos fechados e
0 tempo gasto nos bracos abertos, C = Tgg - Tga / Tge + Tga, revelou interacéo
significativa entre as variaveis (p = 0,0037, F (1, 51 ) = 9,27) e influéncia significativa
do ambiente (p = 0,037, F (1, 51) = 4,6), em que os animais do grupo Ctrl/AE
(0,7474 + 0,0296) apresentaram maior preferéncia pelos bracos fechados em
relacdo ao outros grupos (Ctrl/AP = 0,2422 + 0,1179; VPA/AE = 0,26 + 0,12; VPA/AP
= 0,35 + 0,066) (Figura 9D).



Labirinto em Cruz Elevado
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Figura 9. Alteracdes na atividade locomotora e exploratéria de camundongos machos de 5 meses
de idade no Labirinto em Cruz Elevado, cujas mées receberam dose Unica de acido valprdéico (600
mg/kg de peso corporal) diluida em 0,2mL de solucéo fisiologica ou igual volume de solugdo salina
por gavagem, no dia 12.5 de gestacdo. (A) Observe que mudancas significativas nas preferéncias
naturais para o braco fechado do labirinto em cruz elevado foram limitadas a um grupo de
camundongos com &cido valpréico mantido no ambiente empobrecido de uma gaiola de laboratério
padréo. (B) Coerentemente, em comparacdo com o grupo controle de ambiente correspondente, o
tempo gasto na plataforma central nesse grupo diminuiu significativamente. (C) Diferencas
significativas de imobilidade foram influenciadas apenas pelo ambiente, onde os animais do grupo
Ctrl/AE passaram mais tempo iméveis que animais Ctrl/AP e (D) indice de contraste entre o tempo
gasto nos bracos fechados e o tempo gasto nos bracos abertos, C = Tgg- Tga / Tgr + Tga, revelou
interacéo significativa entre as variaveis e influéncia significativa do ambiente, em que os animais do
grupo Ctrl/AE apresentaram maior preferéncia pelos bracos fechados em relagéo ao outros grupos.
Nivel de significancia de p < 0,05.
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Na Citometria de Fluxo (Figura 10), as concentracfes periféricas de IL-1B e
IL-6 foram influenciadas pela condicdo experimental. IL-1B (p < 0,0001, F (1, 49) =
26,24), na qual Ctrl/AE = 2,55 + 0,24, Ctrl/AP = 2,52 + 0,49 e VPA/AE = 1,05 £ 0,28,
VPA/AP = 0,72 = 0,26 picogramas/mL (Figura 8A); e IL-6 (p = 0,0002, F (1, 46) =
16,96) com VPA/AE = 9,22 *+ 0,94, VPA/AP = 8,57 = 1,2 e Ctrl/AE = 5,26 £ 0,48;
Ctrl/AP = 5,07 = 0,57 picogramas/mL (Figura 8B). Observar dados resumidos no
Quadro 3.

Interleucinas
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Figura 10. Alteracdes na concentracdo de IL-1B e IL-6 em amostras de sangue periférico de
camundongos machos com 5 meses de idade, cujas mées receberam dose Unica de &cido valproéico
(600 mg/kg de peso corporal) diluida em 0,2mL de soro fisioldgico, ou recebeu volume igual de soro
fisiolégico por gavagem, no dia 12.5 de gestacdo. Observe que os grupos de acido valpréico,
independentemente do ambiente onde viveram, (A) reduziram a concentracdo de IL-18 e (B)
aumentaram a concentracao de IL-6. Nivel de significAncia de p < 0,05.

Ao analisarmos os mapas de permanéncia registrados durante os testes
comportamentais no Campo Aberto e no Labirinto em Cruz Elevado, podemos
observar que 0s animais dos grupos controle permaneceram maior tempo na
periferia do Campo Aberto, sendo significante a preferéncia do grupo Ctrl/AE em
relacdo ao grupo VPA/AE (p(CE) = 0.021 e F (1, 54) = 5.59), exibindo os seguintes
valores médios de contraste e erros padréo: Ctrl/AE = 0,02 + 0,06 e VPA/AE =- 0,22
+ 0,07.

Da mesma forma, no Labirinto em Cruz Elevado, os animais do grupo Ctrl/AE
(0,7474 + 0,0296) apresentaram maior preferéncia pelos bracos fechados (bragos
horizontais) em relacdo ao outros grupos (Ctrl/AP = 0,2422 + 0,1179; VPA/AE = 0,26
+ 0,12; VPA/AP = 0,35 + 0,066) com interacdo significativa entre as variaveis de
ambiente e condicdo experimental (p = 0,0037, F (1, 51) = 9,27) e influéncia
significativa entre os ambientes (p = 0,037, F (1, 51) = 4,6). Ver figurall.
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Mapas de Permanéncia
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Figura 11. Mapas de permanéncia registrados durante os testes comportamentais de Campo Aberto e
Labirinto em Cruz Elevado, de camundongos com 5 meses de idade, cujas maes receberam dose Unica
de acido valpréico (600 mg/kg de peso corporal) diluida em 0,2 mL de soro fisiol6gico, ou recebeu
volume igual de soro fisiolégico por gavagem, no dia 12.5 de gestacdo. No teste do Campo Aberto,
observe que o camundongo médio do grupo controle do ambiente enriquecido (A) permanece maior
tempo na periferia do aparato, enquanto o camundongo médio do grupo com acido valpréico mantido no
ambiente enriquecido inverteu a tendéncia natural pela periferia (C). No Labirinto em Cruz Elevado, (A)
camundongo médio do grupo controle do ambiente enriquecido permaneceu mais tempo nos bragos
fechados (bracos horizontais) que o do grupo acido valpréico do ambiente equivalente (C). Nivel de
significancia de p < 0,05.
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Labirinto em Cruz Elevado Campo Aberto
Braco Braco Periferia x Linhas Distancia
IL-1B IL-6 Fechado x T Imével T Centro Fechado x Centro Cruzadas T Imével Percorrida
(pg/mL) (pg/mL) Braco (s) (s) Centro (s) (n°) (s) (m)
Aberto(s) (s)
Ctrl/AP Ctrl/AP Ctrl/AE Ctrl/AP Ctrl/AP Ctrl/AP Ctrl/AE Ctrl/AE VPA/AP Ctrl/AE
X X X X X X X X X X
VPA/AP VPA/AP VPA/AE Ctrl/AE VPA/AP VPA/AP VPA/AE VPA/AE VPA/AE VPA/AE
2.52+0.49 5.07 £0.57 0.747 £ 32.344 26.377 £ 0.5532 + 0.016 104.187+4.496 | 34.246 + 8.248 +
X X 0.029 3.701 1.194 0.0401 0.061 X 5.979 0.321
0.72+£0.26 8.57+1.2 X X X X X 78.75 £ 7.082 X X
0.261 + 66.968 16.614 + 0.7285 -0.216 + 62.029 5.580 +
p(CE) < 0.0001 p(CE) < 0.0002 0.122 7.000 2.534 0.0423 0.066 p(l) = 0.005 8.778 0.585
F(1,49)=26.24 | F(1,46)=16.96 | p(l) =0.003 F(@,51) =
F(@,51) = p(A) =0.019 p(CE) = p(l) = p(CE) = 8.258 p(A) = p(l) = 0.008
9.27 F(,53) = 0.008 0.0438 0.021 0.049 F (1,54) =
5.771 F(@,51) = F@,49) = | F(1,54)= F(1,53) = 7.411
7.57 4.281 5.59 4.056
Ctrl/AE Ctrl/AE Ctrl/AP VPA/AP VPA/AP
X X X X X
VPA/AE VPA/AE Ctrl/AE VPA/AE VPA/AE
2.55+0.24 5.26 + 0.48 0.242 + 116.8 + 8.529 8.747
X X 0.117 X 0.697
1.05+0.28 9.22+0.94 X Nio Nao N3o Nao 78.75+7.082 Nao X
0.747 £ significativo | significativo | significativo | significativo significativo 5.580 £
p(CE) < 0.0001 p(CE) = 0.0002 0.029 p(A) = 0.019 0.585
F(1,49)=26.24 | F (1, 46)=16.96 F(@,51) =
p(A) = 0.036 5.825 p(A) = 0.011
F(@,51) = F (1,54) =
4,599 6.794

Quadro 3. Resultados da Citometria de fluxo de IL-18 e IL-6 e dos Testes Comportamentais de Campo aberto e Labirinto em Cruz Elevado, aos quais foram

submetidos os camundongos dos 4 grupos experimentais (VPA/AE, VPA/AP, Controle/AE e Controle/AP) aos 5 meses de vida. p(l)= Interagéo;
p(A)=Ambiente; p(CE)=Condicdo Experimental.
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5. DISCUSSAO

O autismo é uma doenca do desenvolvimento neural que permanece para
toda vida e que em sua forma classica em humanos, mostra déficits nos
mecanismos de comunicacdo e padrbes de movimentos repetitivos com variado
comprometimento cognitivo (NICOLINI e FAHNESTOCK, 2018).

Embora o autismo tenha um forte componente genético, sabe-se que fatores
ambientais, incluindo toxinas, pesticidas, infeccbes e drogas, conferem
suscetibilidade ao autismo, provavelmente induzindo mudancas epigenéticas
(NICOLINI e FAHNESTOCK, 2018). Em particular, a exposicdo ao acido valproico
(VPA) durante a gravidez demonstrou aumentar o risco de autismo em criancas
(BROMLEY et al., 2008; NADEBAUM et al., 2011; SHALLCROSS et al., 2011). O
acido valproico é um &cido graxo de cadeia curta utilizado largamente como droga
antiepiléptica (LOSCHER, 2002) e estabilizador de humor (EMRICH et al., 1980).

De forma curiosa e interessante, roedores expostos durante a vida pré-natal
ao acido valproico mostram déficits comportamentais que mimetizam parte daqueles
dos pacientes autistas, como a reducdo da atividade exploratéria e locomotora
(SCHNEIDER e PRZEWLOCKI, 2005; SCHNEIDER et al., 2006; SCHNEIDER et al.,
2008; ROULLET et al., 2010; KATAOKA et al., 2013).

Assim, a utilizacdo do acido valproico durante a gravidez em roedores tem
sido usado largamente como modelo para a condicdo humana. De fato, estudos em
animais mostraram que a exposicao de roedores in utero ao VPA representa um
modelo robusto de autismo (NICOLINI e FAHNESTOCK, 2018).

No presente trabalho reproduzimos o modelo murino de autismo baseado na
exposicdo durante a gravidez ao acido valproico e testamos a hipétese de que uma
Unica exposicdo ao acido valproico durante a gravidez mudaria a forma de
exploracdo que os camundongos adultos usam para acessar o risco em diferentes
ambientes. Testamos igualmente a hipétese de que essas mudancas estariam
associadas a concentracdo alterada de citocinas proé-inflamatorias na corrente
sanguinea.

NGs encontramos que os camundongos BALB/c expostos ao &cido valproico
durante a gravidez apresentaram mudancas significativas em seu comportamento
exploratorio de novos ambientes na vida adulta, e isso parece associado a

alteracdes periféricas de citocinas pro-inflamatérias. Descobrimos também que os
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estimulos somatossensoriais, motores e cognitivos do enriquecimento ambiental ndo
foram suficientes para reverter as mudancas.

Varios estudos sugeriram uma desregulacdo imunologica como um possivel
mecanismo relacionado a patogénese e a gravidade do TEA, e um aumento nos
niveis inflamatérios sistémicos tem sido sugerido como o denominador comum
(NICOLINI e FAHHNESTOCK, 2018) de todo o espectro de disturbios autistas.

Como estudos anteriores (KRAKOWIAK et al., 2017; MASI et al., 2017), um
aumento significativo nos niveis de IL-6 no plasma de individuos com TEA foi
observado aqui. Esses achados, associados a resultados comportamentais
alterados nos testes LCE e CA, sugerem uma associacao direta entre elevacao da
IL-6 e alteracbes comportamentais.

Por outro lado, encontramos em oposicdo ao previamente publicado
(ASHWOOD et al., 2011), uma reducéo significativa no perfil de IL-18 no modelo
murino de autismo do presente estudo, que ndo esta de acordo com varios estudos
publicados anteriormente em que a IL-1p € modulada para cima.

Contudo, numa revisao de estudos em diferentes modelos animais (BOKSA,
2010), foi observado a associacdo da ativacdo imune pré-natal maternal com a
mudanga em varias interleucinas no encéfalo fetal, principalmente em IL-1, IL-6 e
TNF-a, com niveis alterados para mais ou para menos, dependendo do periodo
gestacional de aplicagéo do imundgeno e do tempo de evolucao.

Temos que ressaltar que resultados variaveis de citocinas plasmaticas ja
foram observados em estudos anteriores, sendo que essas divergéncias podem ser
devidas a heterogeneidade fenotipica e neurobiolégica no TEA, além de outros
fatores influenciadores dos marcadores imunologicos, como uso de medicacao,
estabilidade dos marcadores ao longo do processo da doenca e indice de massa
corporal (IMC), que frequentemente nao foram adequadamente considerados
(GULOKSUZ et al., 2017).

Em concordancia com Guloksuz et al. (2017), foi sugerido por Careaga et al.
(2015) ser possivel identificar subfenétipos imunes dentro da populacdo de TEA.
Esse resultado contraditério precisara de mais investigacdes e estudos longitudinais
para melhores esclarecimentos.

Da mesma forma, descobrimos, em consonancia com Yamaguchi et al.
(2017), que o enriguecimento ambiental ndo foi suficiente para reverter

completamente as anormalidades de comportamento associadas a tarefa de campo
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aberto. De fato, a hipolocomog¢é&o (imobilidade) e a preferéncia alterada pela regido
central da arena aberta observada em grupos de acido valproico ndo foram

revertidas em camundongos VPA/AE.
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6. CONCLUSAO

Camundongos BALB/c expostos ao acido valproico durante a gestacao
mostram mudancgas significativas em seu comportamento - testes comportamentais
no LCE e no CA - na vida adulta, e a estimulacdo somatossensorial e cognitiva do
enriguecimento ambiental parece ndo ser suficiente para reverter esse
comportamento alterado, nem para regular as concentracdes de citocinas.

Est4 em curso a partir dos animais do presente trabalho em nosso laboratorio,
ensaios estereoldgicos e de reconstrucao tridimensional para checar a hipotese de
resposta inflamatéria alterada potencialmente visivel a partir da contagem e da
morfologia da micréglia e dos astrocitos hipocampais. De fato, n6s esperamos que
maiores esclarecimentos sobre a provavel fisiopatogenia das alteracdes descritas
neste trabalho, possam ser alcancadas através da quantificacdo de células da glia e
de reconstrucdes tridimensionais destas células em diferentes regides do sistema

nervoso central, mas particularmente no hipocampo ventral.
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Resumo: O transtorno do espectro do autismo (TEA) é definido como um distirbio neurocomportamental manifestado por déficits na
comunicagdo social, por interesses especificos e comportamentos repetitivos (APA, 2013). No espectro autista as fungdes executivas
estdo prejudicadas, causam dificuldades no planejamento e manutengéo de um objetivo na execugéo de uma tarefa, podendo também
gerar déficits no aprendizado (KLIN, 2006). Raros ensaios experimentais em camundongos que foram expostos ao acido valpréico
durante o desenvolvimento pré-natal detiveram-se na avaliagéo de alteragdes numéricas dos astrocitos e microglias em diferentes
janelas do desenvolvimento pés-natal em associagdo com alteragdes comportamentais, sendo que nenhum deles correlacionou
alteragdes morfolégicas , estereolégicas e comportamentais. De fato, Kazlauskas e colaboradores (2016) estudaram a distribui¢ao
laminar de astrocitos e micréglias em CA1 e no giro denteado de camundongos expostos ao acido valproéico durante o periodo pré-
natal. Esses autores relataram que a densidade de astrécitos e micréglias aumenta em CA1 e no giro denteado e que isso é fungéo da
camada sob investigacdo. Entretanto, permanece por ser investigado em detalhes com o emprego de métodos sem viés, quais
fenotipos morfolégicos sé@o responséaveis por essa variagdo em nimero e se tais alteragdes sé@o de fato benéficas ou maléficas para o
desenvolvimento poés-natal. Além disso, ndo ha informagdes acerca da influéncia do enriquecimento ambiental sobre a resposta celular
glial em associagdo com marcadores periféricos e centrais de inflamagéo. O presente projeto pretende contribuir para responder a tais
questdes. Iremos comparar o desempenho, em testes comportamentais, de camundongos com e sem TEA, criados em ambientes
diferentes (enriquecidos e empobrecidos), assim como investigar as bases moleculares, com dosagem de citocinas na periferia e no
cérebro destes camundongos e identificar quantitativamente e qualitativamente no giro denteado, as células gliais relacionadas ao TEA
nesse modelo animal. Com essa finalidade iremos administrar em fémeas de Camundongos (Mus musculus), linhagem BALB-c, dose
unica de valproato de sédio (VPA) de 600mg / kg , via intraperitonial, no dia 12,5 de concepgdo. As fémeas do grupo controle
receberdo injecdo de soro fisiolégico no mesmo periodo. A prole sera mantida em um ambiente enriquecido (AE) com brinquedos feitos
de diferentes formas e tamanhos, construidos de material plastico, madeira e metal, de cores diferentes como rodinhas de correr,
escadas, cilindros, bolinhas, entre outros ou empobrecido (AP) sem equipamentos ou brinquedos, apdés desmame no dia 21 poés-natal.
Comida e agua serao fornecidas ad libitum durante todo o experimento que sera conduzido na prole masculina, aos 6 e aos 12 meses.
Quatro grupos experimentais independentes serdo formados para o experimento. O primeiro e o segundo grupos serdo de
camundongos expostos ao acido valpréico no periodo pré-natal, sendo um grupo acomodado em ambiente padrdo (AP) e o outro
grupo em ambiente enriquecido (AE). O terceiro e o quarto grupos serdo de camundongos que receberdo aplicagdo de solugdo salina,
ficando um grupo acomodado em AP e o outro grupo em AE. Estes 4 grupos passardo por testes em duas fases de desenvolvimento,
aos 6 meses e aos 12 meses de vida sendo, para isso, distribuidos novamente em 8 sub-grupos. Testes comportamentais serédo
conduzidos na mesma sequencia nos dois periodos de desenvolvimento, em grupos de no minimo 6 animais. Para realizagdo dos
testes comportamentais iremos utilizar o burrowing, campo aberto, meméria episodica e labirinto de 8 bragos radiais. Ao final dos
testes todos os animais serao perfundidos e terdo seus cérebros processados para imunomarcacao seletiva.
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