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RESUMO 

Crescentes evidências sugerem que doenças neurodegenerativas, como 

doença de Alzheimer (DA) e Parkinson, podem ter relação com 

diferentes insultos perinatais. Estudos experimentais mostram que a 

infecção bacteriana durante o período neonatal pode resultar em prejuízo 

de aprendizado e de memória em animais na vida adulta. No presente 

estudo, avaliamos se a infecção neonatal em camundongos aumenta a 

suscetibilidade dos animais para desenvolver DA na vida adulta, e as 

possíveis alterações morfológicas envolvidas nesse processo. Como 

modelo experimental, utilizamos a injeção intracerebroventricular (icv) 

de oligômeros do peptídeo beta-amiloide (AβOs), as principais 

neurotoxinas presentes no cérebro de pacientes com DA, que resultam 

em prejuízo cognitivo em camundongos. A infecção neonatal foi 

induzida pela injeção subcutânea de E. coli (0,5 x 10
6
 UFC) em animais 

com quatro dias de vida (P4). Nossos resultados mostram que a injeção 

icv de uma dose não tóxica de AβOs (1 pmol/sítio, icv) para 

camundongos adultos saudáveis foi capaz de induzir prejuízo cognitivo 

quando associado a uma infecção bacteriana neonatal. Os resultados das 

análises imuno-histoquímicas para proliferação neural demonstraram 

que a infecção neonatal induz à diminuição do número de células em 

proliferação, positivas para o anticorpo anti-KI67, em todas as regiões 

hipocampais avaliadas (CA1, CA3 e GD), 24 horas após a infecção. O 

número de progenitores neurais também estava diminuído no 

hipocampo de animais que receberam injeção de E. coli aos 4 dias de 

vida, conforme demonstrado pela diminuição do número de células 

positivas para a Nestin. A infecção neonatal mostrou-se eficiente em 

induzir aumento da morte neuronal na região do GD do hipocampo de 

camundongos, 24 horas após injeção de E. coli subcutânea (P5), 

conforme observado nas análises histoquímicas de Fluoro-Jade. 

Também demonstramos que a infecção bacteriana neonatal resulta em 

aumento no número de células positivas para o marcador neuronal Neu 

N na região do córtex parietal, quando avaliados em P21, e aumento de 

imunorreatividade para GFAP na região CA3 do hipocampo, em P14. 

Finalmente, foi observado que a infecção neonatal resulta em perda 

sináptica nas regiões CA1 e CA3 do hipocampo de camundongos, 

conforme demonstrado pela diminuição da expressão da proteína 

sinaptofisina, tanto em P5 como P14. Em conjunto, esses dados sugerem 

que alterações celulares durante o período pós-natal, como diminuição 

de proliferação, aumento de morte neuronal e diminuição de proteína 

sináptica na região do hipocampo podem contribuir para o aumento da 



 

susceptibilidade de camundongos à toxicidade induzida pelos AβO na 

vida adulta. Nossos achados poderão contribuir para o entendimento de 

mecanismos que influenciam no aumento do o risco de desenvolvimento 

da DA. 

Palavras-chave: Infecção pós-natal. Doença de Alzheimer. Dano 

cognitivo. E. coli. Hipocampo. Marcadores neurais. 

 



 

ABSTRACT 

Growing evidence suggests that many neurodegenerative diseases, such 

as Alzheimer's disease (AD) and Parkinson's, may be related to different 

perinatal insults. Experimental studies show that bacterial infection 

during the neonatal period results in increased susceptibility of animals 

to cognitive impairment in adult life. In the present study we evaluated 

whether neonatal infection in mice increases the susceptibility of 

animals to develop AD in adult life, and the possible morphologic 

alterations involved in this process. As an experimental model, used the 

intracerebroventricular (icv) injection of beta-amyloid peptide oligomers 

(AβOs), the major neurotoxins present in the brains of AD patients, 

resulting in cognitive impairment in mice. Neonatal infection was 

induced by subcutaneous injection of E. coli (0.5 x10 6 CFU) in four-

day-old animals (P4). Our results show that icv injection of a non-toxic 

dose of AβOs (1 pmol / site, icv) for adult mice was not able to induce 

cognitive impairment when associated with a neonatal bacterial 

infection. We demonstrated that neonatal bacterial infection results in an 

increase in the number of neurons positive for the Neu N neuronal 

marker in the parietal cortex region, when evaluated in P21, and an 

increase in GFAP immunoreactivity in the CA3 region of the 

hippocampus at P14. The results of the immunohistochemical analyzes 

for neural proliferation demonstrated that neonatal infection induces a 

decrease in the number of proliferating cells positive for the anti-KI67 

antibody in all hippocampal regions evaluated (CA1, CA3, and GD), 24 

hours after Infection (P5). The number of neural progenitors was also 

decreased (P14) in the hippocampus of animals that recivied E. coli 

injection at 4 days of age, as demonstrated by the decrease in the 

number of nestin-positive cells. Neonatal infection proved to be efficient 

in inducing increased neuronal death in the hippocampus GD region of 

mice, 24 h after injection of subcutaneous E. coli (P5), as observed in 

histochemical analyzes of Fluor-Jade. Finally, we observed that the 

infection Neonatal infection results in synaptic loss in the CA1 and CA3 

regions of the hippocampus of mice, as demonstrated by decreased 

expression of the protein synaptophysin in both P5 and P14. Together, 

these data suggest that cellular changes during the postnatal period, such 

as decreased proliferation, increased neuronal death, and decreased 

synaptic protein in the hippocampus region may contribute to increased 

susceptibility of mice to Aβ-induced toxicity In adult life. Our findings 

may contribute to the understanding of mechanisms that influence the 

increase in the risk of developing AD. 



 

Keywords: Alzheimer's disease. Cognitive damage. E. coli. Postnatal 

infection. Hippocampus. Neural markers. 
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1. INTRODUÇÃO 

Fatores ambientais podem afetar a forma como as células de um 

organismo controlam a expressão de seu DNA, de modo que eventos 

estressores que atuam nos estágios iniciais da vida podem ser os 

responsáveis pelo surgimento de alterações no comportamento e na 

fisiologia de um indivíduo. Nesse contexto, infecções de natureza 

diversa em neonatos foram relacionadas com um maior risco para o 

surgimento de doenças, como o autismo (MELDRUM et al., 2013; 

PLETNIKOV et al., 2002) e a esquizofrenia (MARTYN, 1997; 

LOGROSCINO, 2005; WATANABE et al., 2010; BAHARNOORI et 

al., 2012; MELDRUM et al., 2013). Outras neuropatologias, como o 

Alzheimer, de forma semelhante, podem ter relação com a infecção 

neonatal e o surgimento futuro da doença (LIM et al., 2015), o que torna 

promissor estudar os mecanismos celulares envolvidos nesse processo 

durante o desenvolvimento pós-natal. 

1.1. AS CÉLULAS DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL 

A gênese das células é um mecanismo observado em todos os 

tecidos que compõem um organismo. No tecido nervoso esse 

mecanismo é chamado de neurogênese, que compreende uma intensa 

atividade proliferativa e migratória dos precursores neurais em um 

processo contínuo, que ocorre a partir do período embrionário e que 

perdura, em menor intensidade, por toda a vida do indivíduo. A 

regulação desse processo é fundamental para os organismos adultos, 

pois é responsável pelo delineamento das células que compõem o tecido 

nervoso. Processo idêntico ocorre com a gliogênese e seus precursores 

neurogliais, que ao longo da vida adulta ainda possuem a capacidade de 

se proliferar (LENT, 2005; BILBO et al., 2009). 
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O equilíbrio homeostático do sistema nervoso central (SNC) 

requer um controle do ciclo celular em todas as suas fases, para que 

ocorra uma adequada divisão celular. Em caso de dano, o tecido nervoso 

ativa sinalizadores intracelulares e extracelulares que levarão a um 

possível reparo ou à parada do ciclo e à morte celular programada (FAN 

et al., 2008). 

A programação celular é caracterizada por um conjunto de 

eventos que ocorrem no período perinatal (pré e pós-natal), os quais 

podem delinear a forma como esse indivíduo responderá a estímulos 

durante sua vida (WILLIAMSON et al., 2011). Esse fenômeno 

demonstra que fatores estressores são capazes de levar a uma maior 

predisposição para o surgimento de doenças neuropsicológicas (BILBO 

et al., 2005). 

Agentes externos como as infecções bacterianas são capazes de 

produzir inflamação durante o período pré e pós-natal (BILBO et al., 

2009; WILLIAMSON et al., 2011), podendo afetar a formação de 

células neurais e alterar a sinalização dos processos de diferenciação 

celular, modificando aspectos importantes como a especificidade de 

cada camada, bem como o número e a morfologia das células que 

constituem o tecido. Danos celulares ocasionados por lesões ou 

patologias levam a uma resposta imunológica local que culmina na 

ativação da micróglia e dos astrócitos em um processo conhecido como 

gliose reativa (BILBO et al., 2009). Insultos inflamatórios dessa 

natureza podem ainda interferir na expressão de proteínas, as quais 

podem influenciar na proliferação e morte celular neural, interferindo no 

número ou na estrutura das células, o que poderá levar a disfunção ou 

comportamento diferente do esperado (FAN et al., 2008). 

1.2. INFLAMAÇÃO NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL 

O processo inflamatório é um importante regulador da 

homeostase de um indivíduo. Assim, injúrias ou patógenos que venham 

a causar algum dano são reconhecidos pelo organismo e ativam esse 

processo, que precisa então ser regulado para que a resposta seja 

efetivada. Essa regulação envolve a produção de fatores de necrose 

tumoral (TNF) e citocinas pró-inflamatórias, tais como interleucinas 

(IL-1), que sinalizam as células especializadas para que haja migração 

para o local do insulto e posterior recuperação tecidual (GREEN, 2014). 
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O SNC é considerado um sistema imunologicamente 

privilegiado, sendo a neuroinflamação uma resposta inflamatória 

distinta daquela que ocorre nos tecidos periféricos. Esse sistema difere 

dos demais órgãos por possuir diversos conjuntos de células 

especializadas na tarefa imunitária, entre eles a barreira hemato-

encefálica (BHE), que confere permeabilidade seletiva a 

microrganismos (PERRY, 2004). 

A BHE é composta de células endoteliais vasculares, astrócitos e 

pericitos circundantes e é capaz de limitar a permeabilidade de alguns 

mediadores inflamatórios, como citocinas, anticorpos e células imunes 

periféricas (ENGELHARDT et al., 2009). As células imunes presentes 

no SNC diferem daquelas presentes no sistema nervoso periférico 

(SNP), apesar de em determinadas situações haver migração, através de 

diapedese, de células imunes periféricas para o SNC (ENGELHARDT 

et al., 2009). 

Figura 2 – Desenho esquemático da BHE 

 
Fonte: Retirado do artigo de revisão de Kin et al. (2008), publicado na Revista 

Nature. 
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O SNC possui células imunes residentes especializadas, as 

células da micróglia, que exercem papel fagocítico e são responsáveis 

por reconhecer e liberar os fatores inflamatórios locais. Essas células 

produzem tanto fatores anti como pró-inflamatórios, além de fatores 

neurotróficos, capazes de regular a plasticidade de circuitos neuronais, 

contribuindo para a proteção e o remodelamento de sinapses. As células 

microgliais reconhecem os locais de injúria, sinalizam a migração para o 

local lesionado, onde pode ser iniciada uma resposta imune inata. Após 

ser estimulada, seja por um patógeno ou outra molécula, a micróglia 

modifica sua morfologia ameboide e sintetiza uma série de moléculas 

intra e extracelulares. Esse processo é conhecido como ativação 

microglial e é essencial para que o tecido retorne à sua homeostase 

(HENEKA, 2015). 

Outro tipo celular encontrado no SNC, com papel estrutural e 

imunológico, são os astrócitos, que formam o revestimento do SNC. 

Essas células aumentam significativamente quando o tecido é exposto a 

injúrias, em um processo denominado de astrogliose reativa, que por sua 

vez auxilia na cicatrização da lesão. Os astrócitos também participam da 

migração dos neurônios durante o desenvolvimento, contribuindo com a 

funcionalidade sináptica, entre outras interações com células neuronais 

(SOFRENIEW, 2010). 

1.3. INTERAÇÃO ENTRE O SISTEMA IMUNE PERIFÉRICO E AS 

DOENÇAS QUE ACOMETEM O SISTEMA NERVOSO 

CENTRAL 

O sistema nervoso central (SNC) e o sistema nervoso periférico 

(SIP) possuem vias de comunicação para insultos inflamatórios e 

inflamações periféricas que podem gerar efeitos no SNC, como 

neuroinflamação ou alteração comportamental (LIEBLEM-BOFF et al., 

2013). Uma das vias de comunicação inflamatória entre o SNC e o SIP 

envolve nervos aferentes, onde, após estes reconhecerem um dano 

inflamatório, sinaliza regiões específicas do cérebro (DANTZER, 2008). 

Uma estrutura bastante estudada para compreender os 

mecanismos de comunicação entre o SNC e o SIP é a BHE, pois sua 

permeabilidade seletiva pode ser alterada ao longo da vida (BANKS, 

2010). No período perinatal e em algumas situações pró-inflamatórias a 

permeabilidade da BHE pode ser alterada, permitindo a passagem de 
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substâncias e/ou microrganismos para o interior do SNC. As células 

endoteliais da BHE no momento do insulto contribuem para o aumento 

da permeabilidade nestas situações pró-inflamatórias, secretando 

citocinas como IL-6 e IL-1 (BANKS, 2010), ou aumentando a expressão 

de receptores de membrana que podem mediar a passagem de citocinas 

para o SNC (DANTZER, 2008).  

O processo inflamatório induzido por infecções bacterianas em 

estágios iniciais da vida pode causar uma diminuição no número de 

células neuronais e o aumento da ativação de células da micróglia, 

deixando estas últimas mais suscetíveis em responder a um segundo 

evento inflamatório na vida adulta (WILLIAMSON et al., 2011). 

Estudos utilizando o lipopolissacarídeo (LPS) como indutor, uma 

potente endotoxina presente na membrana externa da bactéria 

Escherichia coli (E. coli) e demais bactérias gram-negativas, mostraram 

que mesmo em baixas concentrações, foi capaz de provocar ativação 

microglial em humanos e primatas não humanos quando administrado 

sistemicamente (BRYDON, 2008). Wang et al. (2013) observaram que a 

exposição de ratos ao LPS na fase neonatal (P5) foi capaz de causar 

lesão axonal persistente no hipocampo, levando-os a apresentarem 

déficits duradouros de aprendizagem. 

Outros estudos vêm mostrando a relação entre a inflamação 

sistêmica nas fases iniciais e suas possíveis consequências a longo prazo 

na vida dos indivíduos, podendo levar a um aumento do risco de 

desenvolver doenças como autismo, esquizofrenia, doença de Parkinson 

e DA (BILBO et al., 2009; BOKSA, 2010; WILLIAMSON et al., 2011; 

HENEKA et al., 2015). 

1.4. MÚLTIPLOS EVENTOS INFLAMATÓRIOS 

Estudos mostram que a administração sistêmica de LPS induz em 

fêmeas prenhas de camundongos uma resposta inflamatória 

significativa, associada com uma diminuição da neurogênese na prole 

(CUI et al., 2009). Uma das características relevantes do papel da 

micróglia em eventos inflamatórios é um fenômeno conhecido como 

“priming”, descrito como a capacidade de responder de maneira 

aumentada a um estímulo inflamatório quando esse se trata de um 

segundo evento, que difere de uma resposta desencadeada pela 

micróglia que não tenha passado por um insulto precedente. O primeiro 
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estímulo para “priming” microglial pode se originar tanto do SNC 

quanto da periferia, através da comunicação do sistema imune periférico 

ao SNC, frente uma inflamação aguda. A micróglia em estado de 

“priming” é capaz de desencadear uma maior expressão de marcadores e 

mediadores inflamatórios, em menor intensidade, para que esta seja 

ativada e esteja em um estado pró-inflamatório (LULL; BLOCK, 2010) 

e uma posterior resposta inflamatória, aumentada após ativação imune. 

O fenômeno de “priming” microglial vem sendo relacionado com 

neuropatologias em estudos que relacionam inflamação e alterações 

celulares (BILBO et al., 2009; LIEBLEIN-BOFF, 2013; 

WILLIAMSON et al., 2011).  

A prole de fêmeas submetidas a infecção durante a gestação, ao 

atingirem a idade adulta, apresentam uma resposta inflamatória 

acentuada, quando comparada com animais não expostos à infeção 

intrauterina (KNUESEL et al., 2014). Estudos sugerem que a resposta 

de “priming” da micróglia pode ser mais rápida e mais intensa no 

aspecto secretório, quando comparada com micróglias näive, ou seja, 

micróglias que ainda não tenham ativação inflamatória (KNUESEL, 

2014).  

Alterações comportamentais em animais adultos que foram 

expostos a um insulto infeccioso durante o desenvolvimento intrauterino 

também foram descritas (PABLOS et al., 2014). Pesquisas apontam para 

um possível “priming” microglial após infecções intrauterinas; contudo, 

estudos com infecção neonatal ainda são escassos e os possíveis 

mecanismos envolvidos nesse fenômeno durante o desenvolvimento 

ainda não estão elucidados (KNUESEL, 2014; LIEBLEIN-BOFF et al., 

2013; PABLOS et al., 2014). 

1.5. HIPOCAMPO E PLASTICIDADE CELULAR 

No cérebro, áreas específicas como o córtex e o hipocampo estão 

diretamente relacionadas aos processos de aprendizagem e memória. 

Quaisquer alterações fenotípicas ou ocorridas na citoarquitetura dessas 

áreas podem afetar o comportamento do animal, resultando em prejuízos 

de aprendizado e memória, ou mesmo comportamentos do tipo 

depressivo (WANG, 2013).  

O hipocampo é uma estrutura central nos mecanismos de 

memória, tanto de curto como de longo prazo. Ele fica localizado no 
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lobo temporal, sendo projetado ao ventrículo lateral e à porção interior 

do corno temporal. Segundo estudos de Lorente de Nó (1934), o 

hipocampo se divide nas seguintes sub-regiões: Corno de Amón 1 

(CA1), Corno de Amón 2 (CA2), Corno de Amón 3 (CA3) e Giro 

Denteado (GD). Funcionalmente, essas sub-regiões são descritas de 

acordo com o fluxo de informação que atinge a estrutura (ANDERSEN 

et al., 2007; LAVENEX; BANTA, 2013). O fluxo e o processamento da 

informação no hipocampo é iniciado no GD, seguindo para CA3, depois 

para CA1 e, então, para as regiões adjacentes (LAVENEX; BANTA, 

2013).  

Anatomicamente, o hipocampo pode ser dividido em camadas de 

células neuronais, onde se localizam o corpo celular dos neurônios e a 

região do hilo, esta última rica em prolongamentos celulares, vasos 

sanguíneos e células gliais. Estudar morfologicamente as células que 

compõem as regiões do hipocampo, quanto à tipologia, ao número de 

células, à extensão e à distribuição no tecido podem trazer informações 

valiosas sobre a plasticidade hipocampal (ANDERSEN, 2007). Tais 

alterações na morfologia das células e no número de células podem 

levar a falhas na funcionalidade hipocampal (GREEN; NOLAN, 2014). 



F
ig

u
ra

 3
 –

 R
ep

re
se

n
ta

çã
o
 e

sq
u
em

át
ic

a 
d
o
 c

o
rt

e 
sa

g
it

al
 d

o
 h

ip
o
ca

m
p
o
 c

o
m

 s
u
as

 e
st

ru
tu

ra
s 

e 
ca

m
ad

as
 

ce
lu

la
re

s 
 

 
F

o
n

te
: 
A

lt
m

a
n

; 
B

a
y
e

r 
(2

0
1
7

) 
. 

29 



30 

O adensamento de células no hipocampo é proporcional à idade 

do indivíduo, e as células do GD são conhecidas por se relacionarem 

diretamente com os processos de neurogênese (ALTMAN, 1965; 

SPALDING et al., 2013). O hipocampo possui uma cascata regulada de 

eventos celulares capacitados para responder a estímulos inflamatórios 

(DENG et al., 2010; SAXE et al., 2006; STANGL et al., 2009). Em caso 

de lesão, o hipocampo é capaz de gerar novos neurônios funcionalmente 

competentes para o tecido danificado após o insulto. Para que o 

hipocampo possa coordenar os mecanismos de neurogênese, é 

necessária uma regulação da citoarquitetura das sub-regiões durante o 

desenvolvimento (YIRMIYA; GOSHEN, 2011). Essa regulação para 

neurogênese é controlada pelo GD, formado predominantemente por 

células granulares, que apresentam capacidade proliferativa durante o 

desenvolvimento e também na vida adulta (ANDERSEN et al., 2007; 

LENT, 2005). 

No cérebro imaturo, a região hipocampal é mais suscetível em 

responder a eventos inflamatórios por possuir uma grande densidade de 

células e mediadores pró-inflamatórios (FRIEDMAN, 2001). Para que 

ocorra a neurogênese ao longo da vida, o GD necessita manter um nível 

apropriado de células precursoras. A exposição a fatores estressantes 

durante as primeiras semanas de vida pode influenciar a maturação do 

GD, pois interrompe a organização da sua matriz, alterando a estrutura e 

função hipocampal (LAJUD, 2015). Estudos demonstram que diferentes 

tipos de agentes estressores podem resultar em uma regulação negativa 

da expressão de genes associados com a neurogênese adulta, em cérebro 

de camundongos (FATEMI et al., 2009; GARBETT et al., 2012; 

OSKVIG et al., 2012). 

1.6. DOENÇA DE ALZHEIMER 

A doença de Alzheimer (DA) é uma doença neurodegenerativa 

crônica que tem como principal fator de risco o envelhecimento, sendo 

responsável pela maioria dos casos de demência em idosos 

(CASTELLANI et al., 2010). Clinicamente, a DA está relacionada a um 

severo prejuízo cognitivo, além de alterações neuropsiquiátricas 

(MCKHANN et al., 1984; WALDEMAR et al., 2007; VAN BEEK; 

CLAASSEN, 2011). Inicialmente, os pacientes apresentam incapacidade 

de evocar lembranças recentes, sendo que em estágios mais avançados, 

os pacientes desenvolvem prejuízo cognitivo severo, confusão mental, 



31 

alterações de humor, deficiências na fala e inabilidade motora, 

evoluindo para o óbito (GREENE et al., 1995). Segundo a Organização 

Mundial da Saúde (OMS, 2012), estima-se que mundialmente o número 

de pessoas afetadas pela doença ultrapasse 35 milhões.  

Existem duas formas de manifestação da DA: a forma familiar e a 

esporádica. A forma familiar corresponde a menos de 5% dos casos da 

doença e acomete geralmente indivíduos com menos de 55 anos de 

idade. Essa forma hereditária apresenta mutações autossômicas 

dominantes em genes que codificam a proteína precursora amiloide 

(APP), e a presinilina (PSEN1 e PSEN2), ambas proteínas relacionadas 

com a geração e o metabolismo do peptídeo Aβ (TANZI, 2012). Já a 

DA esporádica não apresenta alterações genéticas definidas, engloba 

cerca de 95% dos casos da doença, acometendo geralmente indivíduos 

com mais de 65 anos de idade (VIOLA et al., 2008; LIN, 2015).  

Neuropatologicamente, a DA é caracterizada pela presença de 

placas senis e emaranhados neurofibrilares (BU et al., 2014; LIM et al., 

2015). O peptídeo β-amiloide (Aβ) é o principal componente das placas 

senis que se acumulam no cérebro de pacientes portadores da DA, e está 

associado à neuroinflamação, ao estresse oxidativo e ao prejuízo 

sináptico (QUERFURTH; LAFERLA, 2010). 

A hipótese da cascata amiloide foi proposta na década de 1990, 

ganhando cada vez mais evidências ao longo dos anos. Ela sugere que o 

acúmulo do peptídeo Aβ é resultado de uma clivagem anormal da 

proteína precursora amiloide (APP), presente na membrana da maioria 

das células (KNOBLOCH et al., 2007), por duas secretases (γ- e β-

secretase). A clivagem amiloidogênica da APP resulta na geração de 

fragmentos de Aβ de tamanhos distintos, com 40 (Aβ1-40) ou 42 (Aβ1-

42) aminoácidos (AA). Apesar de ambos os fragmentos estarem 

associados com a sinaptoxicidade do Aβ, os fragmentos compostos por 

42 aa são mais frequentemente presentes no cérebro dos pacientes 

portadores de DA, sendo capazes de se agregar mais facilmente 

formando oligômeros solúveis ou agregados insolúveis (KNOBLOCH et 

al., 2007).  

O peptídeo Aβ pode formar monômeros, dímeros e trímeros, 

denominados arquiteturas “monoméricas” ou “oligoméricas”, ou 

protofibrilares (estruturas intermediárias entre os agregados 

oligoméricos e fibrilas) (TABATON et al., 1994). O termo oligômero 
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caracteriza um amplo grupo de agregados não fibrilares. Estudos 

recentes demonstraram que os oligômeros de Aβ induzem rapidamente a 

falha de plasticidade sináptica (WALSH et al., 2002). Por outro lado, 

estudos com modelos animais evidenciam que a hipótese da forma 

oligomérica é a que melhor explica a neurotoxicidade do peptídeo Aβ 

(KNOBLOCH et al., 2007). O peptídeo Aβ1-42 provoca alterações nos 

neurônios do córtex e do hipocampo, resultando na indução de déficits 

cognitivos e mnemônicos, relacionando ou não a morte neuronal. Por 

sua característica neurotóxica, os oligômeros passaram a ser objeto de 

estudo, sendo utilizados como indutores de processos envolvendo 

neuropatologias (WALSHET et al., 2002). 

Estudos pioneiros estabeleceram um modelo de toxicidade 

induzida pelos oligômeros do peptídeo Aβ (AβO), por meio da injeção 

dessas espécies no ventrículo lateral de camundongos. Figueiredo et al. 

(2011) demonstraram que uma única injeção de 10 pmol/sítio de AβO 

intrecerebroventricular (icv) em camundongos adultos é capaz de 

induzir prejuízos cognitivos na tarefa de reconhecimento de um objeto 

novo, por um período de, no mínimo, 21 dias. O mesmo estudo 

demonstrou que uma única injeção de 1 pmol/sítio (icv) não é capaz de 

induzir prejuízo de memória em camundongos adultos saudáveis. 

Dessa forma, visando contribuir com os avanços científicos 

relacionados ao estudo dos eventos que desencadeiam as doenças 

neurodegenerativas, o presente estudo tem como hipótese que a 

ocorrência de processos neuroinflamatórios ao longo da vida aumenta a 

suscetibilidade dos indivíduos para o desenvolvimento da DA na vida 

adulta. Pretendemos induzir infecção neonatal em camundongos, e 

desafiá-los com doses não tóxicas de AβO na vida adulta, com objetivo 

de identificar uma possível predisposição destes animais para 

desenvolvimento da DA. O entendimento dos processos ligados à 

patologia pode contribuir para o desenvolvimento de novas terapias e 

possíveis intervenções preventivas e eficazes em impedir o avanço da 

doença. 

Experimentalmente, um modelo animal amplamente estudado em 

neuropatologias são os camundongos suíços, que possuem metodologias 

padronizadas para ensaios comportamentais de avaliação da memória e 

aprendizado. Esse modelo possui facilidade de manejo e cuidado, tempo 

de vida adequado para estudos envolvendo infecções pós-natais (P), 
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sendo possível a análise de seus dados em um animal adulto aos 90 dias 

de vida, aproximadamente, o que valida sua utilização experimental. A 

revisão bibliográfica de Knuesel et al. (2014) demonstra que os 

mecanismos que envolvem o início da vida de um ser humano podem 

ser estudados tomando como modelo os roedores. Estudos comparativos 

demonstram a temporalidade da vida de um roedor, comparando-a com 

a de um homem, e torna válidas as avaliações dos mecanismos que 

envolvem os períodos perinatais e as futuras extrapolações de resultados 

(TSENG et al., 2009). 

Figura 4 – Esquema de comparação temporal: Camundongos em relação 

ao homem 

 

Fonte: Adaptado de Tseng et al. (2009). 

Com base nesse comparativo temporal entre as duas espécies 

(Figura 4) e verificando os mecanismos a serem avaliados, o presente 

estudo utilizou modelo de infecção pós-natal aos 4 dias de vida (P4) 

com ensaios comportamentais na vida adulta dos camundongos aos 90 

dias (P90). Optando por coletas de tecidos 24 horas após o insulto, a 

primeira e segunda semanas após o nascimento são consideradas um 

período crítico para o desenvolvimento (TSENG et al., 2009). 
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2. OBJETIVOS 

Nas seções a seguir serão apresentados o objetivo geral e os 

objetivos específicos deste estudo. 

2.1. OBJETIVO GERAL 

O objetivo geral deste trabalho é investigar o papel da infecção 

bacteriana pós-natal, como fator de risco para o desenvolvimento da 

doença de Alzheimer na vida adulta, utilizando um modelo de injeção 

intracerebroventricular de oligômeros do peptídeo beta amiloide (AβOs) 

em camundongos. 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

a) Analisar a ação da injeção subcutânea de E. coli em neonatos 

(P4) sobre o comportamento dos camundongos na vida adulta. 

b) Verificar se a infecção bacteriana pós-natal interfere na massa 

corporal e no peso dos cérebros de camundongos nas idades 

P5, P7, P14 e P21. 

c) Avaliar a morfometria das regiões hipocampais em P5, P7, 

P14 e P21 de animais submetidos à infecção pós-natal. 

d) Avaliar em P5, P7, P14 e P21 se a infeção neonatal bacteriana 

induz alterações nos processos de proliferação celular e morte 

celular. 

e) Verificar se a infeção neonatal bacteriana induz alterações na 

plasticidade hipocampal e sináptica em P5, P7, P14 e P21. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

Nas seções seguintes serão detalhados os materiais e métodos 

utilizados no desenvolvimento desta pesquisa. 

3.1. ANIMAIS 

Camundongos suíços machos e fêmeas, cedidos pelo Biotério do 

Departamento de Ciências Farmacêuticas da Universidade Federal do 

Rio de Janeiro (UFRJ) foram alojados em microisoladores no Biotério 

de Experimentação Animal e mantidos em temperatura ambiente 

controlada (22 ± 2ºC), com ciclo claro/escuro de 12 horas. Os animais 

receberam dieta (ração) padrão e água ad libitum. 

A utilização de animais segue preceitos éticos, conforme 

aprovação da Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) em 

Experimentação Científica do Centro de Ciências da Saúde da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, registrada no Conselho 

Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) sob o 

número de processo 01200.001568/2013-8, número de referência 

049/14. Seguindo as recomendações do Guia de Uso e Cuidado com 

Animais Laboratoriais do NIH dos Estados Unidos da América 

(Publicação do NIH nº 85-23, revisado em 1996), e Diretrizes Básicas 

para Utilização de Animais em Pesquisa Científica e Didática (DBCA), 

regulamentada no ano de 2014 e editada no ano de 2016. 

3.2. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

Foram realizados experimentos-piloto para a definição de uma 

dose que, após contrair infecção aos 4 dias de vida, não causasse 

prejuízo cognitivo, para isso foram infectados animais com as doses de 

0,25, 0,5 e 1 x 10
6
 UFC de E. Coli. A escolha da dose de 0.5 foi 

realizada após testes comportamentais de reconhecimento de objetos 

(RO) e Campo aberto (CA). Experimentos subsequentes foram 

realizados com animais com 4 dias de vida que foram distribuídos em 

dois grupos experimentais: 

- Conjunto experimental 1: Avaliação morfométrica e 

morfológica. 
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Os animais em P4 foram tratados com injeção de E. coli na dose 

de 0,5 x 10
6
 UFC e com tampão salino fosfato (PBS) via subcutânea e 

analisados 1, 3, 10 e 17 dias após os tratamentos, o que corresponde aos 

dias P5, P7, P14 e P21 após o nascimento. A pesagem corporal e do 

cérebro foi realizada para cada grupo experimental. Os cérebros foram 

processados para as análises morfológicas (n = 5 animais/ 4 

grupos/tratamento). 

- Conjunto experimental 2: Avaliação comportamental. 

Os animais em P4 foram tratados com injeção de E. coli nas 

diferentes doses de 0,25, 0,5 e 1,0 x 10
6
 Unidades formadoras de colônia 

(UFC) e com PBS por via subcutânea, além de analisados 86 dias após 

os tratamentos, o que corresponde ao dia P90 após o nascimento. Em 

seguida, os animais foram submetidos aos testes de campo aberto (CA) 

e ao reconhecimento de objetos (RO). Logo após, os animais tratados 

anteriormente com PBS receberam injeções intracerebroventricular (icv) 

de AβOs nas doses 1 e 10 pmol/sítio, já os animais infectados com E. 

coli, receberam somente a injeção icv de AβOs na dose de 1 pmol/sítio. 

Os animais foram submetidos novamente aos testes comportamentais. (n 

= 10 animais/grupo/tratamento) 

A seguir, na Figura 5, o esquema geral do delineamento 

experimental é representado. 
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Figura 5 – Delineamento experimental 

 

Protocolo de infecção pós-natal (E. coli 0.5 x 10
6
 UFC/ml, sc) dos grupos 

analisados. Conforme mostra a Figura 5, o Grupo 1 compreende a análise 

morfológica no período pós-natal (P5, P7, P14, P21); e o Grupo 2, a análise 

comportamental após indução de neurotoxicidade (AβOs 1 pmol/sítio) na vida 

adulta (P90). 

Fonte: Elaborada pela autora (2017). 

3.3. PREPARO DA SOLUÇÃO BACTERIANA 

A cepa da bactéria gram-negativa Escherichia coli ACTT 25922 

na concentração de 8,54 x 108 UFC foi preparada em meio BHI – Brain 

Heart Infusion (marca BD) na proporção de 1:10 (200 µl da alíquota em 

200 ml de meio). O crescimento foi realizado sob agitação orbital à 

temperatura de 37ºC por 16 horas. Para avaliação do crescimento, 

retirou-se 1 ml da preparação para leitura de absorbância em 

espectrofotometria, com comprimento de onda de 650 nm. O resultado 

obtido após a leitura foi considerado como padrão para a diluição da 

bactéria na dose de 5 x 10
6
 unidades formadoras de colônia. A solução 

contendo 200 µl da bactéria em meio de cultura foi centrifugada a 4000 

rpm por 15 minutos, à temperatura de 20ºC, sendo o sobrenadante 
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descartado e o restante suspenso em tampão fosfato na quantidade 

necessária para atingir a concentração desejada. 

3.4. INDUÇÃO DE INFECÇÃO BACTERIANA 

Camundongos machos e fêmeas neonatos de 4 dias de vida (P4) 

receberam injeção subcutânea de 50 µl de solução contendo 0.5 x 
106

 

unidades formadoras de colônia da bactéria (UFC) E. coli ou veículo. 

Durante o período de aleitamento, 21 dias, foram acompanhados: (a) a 

eficiência do período de amamentação, (b) o crescimento e peso, e (c) o 

tempo adequado para o desmame bem como as condições fundamentais 

para a utilização desses animais nos experimentos.  

Quando os animais machos atingiram a idade de 90 dias, foram 

realizadas as análises comportamentais. 

3.5. TESTE DE CAMPO ABERTO 

O teste comportamental de campo aberto foi utilizado para medir 

respostas comportamentais, tais como a atividade locomotora, 

hiperatividade e comportamentos exploratórios (TREMML et al., 1997). 

Individualmente, os animais foram colocados no centro da arena e 

deixados para que explorassem livremente os quadrantes, sendo 

registrado o seu comportamento durante cinco minutos. Após cada 

sessão, a arena foi limpa com uma solução de etanol 70%, a fim de 

minimizar as pistas de odor deixadas pelo animal anterior. Os 

parâmetros comportamentais analisados foram: distância total percorrida 

(m), velocidade (m/s), número de cruzamentos e tempo de permanência 

na plataforma central. Os parâmetros foram avaliados no programa Any-

maze que consiste em um sistema de monitoramento de vídeo 

automatizado, ligado a um software que permite ao experimentador 

quantificar parâmetros comportamentais. Para cada grupo experimental, 

foi realizado o teste com 10 animais por grupo (individualmente). 

3.6. TESTE DE RECONHECIMENTO DO OBJETO 

Quando roedores são apresentados a objetos familiares e novos, 

despendem um tempo maior para explorar o objeto novo. Esse 

comportamento típico tem sido utilizado no desenho de um paradigma 

comportamental conhecido como tarefa de reconhecimento de objeto 

(ENNACEUR; DELACOUR, 1988), o qual vem sendo amplamente 
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utilizado para avaliar os mecanismos envolvidos na formação de 

memórias declarativas (MOSES; BALDWIN, 2005). Os animais foram 

individualmente colocados em um aparato de campo aberto contendo 

dois objetos diferentes (A e B), sendo-lhes permitido explorá-los 

livremente durante 5 min. A sessão de teste foi realizada entre 1-2 horas 

após a sessão de treino. Durante o teste, os animais foram reintroduzidos 

individualmente no aparato de campo aberto e mantidos por 5 min, 

sendo que alguns dos objetos apresentados durante o treino foram 

aleatoriamente substituídos por um objeto novo (B foi substituído por 

C). O tempo gasto explorando cada objeto foi medido e expresso como 

percentagem do tempo total de exploração. Para esse teste, foram 

utilizados o mínimo de 12 animais por grupo. 

Os comportamentos CA e RO foram realizados quando os 

indivíduos completaram 90 dias e repetidos após a indução do 

Alzheimer. 

3.7. INDUÇÃO DO MODELO EXPERIMENTAL DE DOENÇA DE 

ALZHEIMER 

O desafio com oligômeros foi realizado 86 dias após a injeção de 

bactérias ou veículo em P4. Os animais foram anestesiados e, com uma 

agulha de 26 gauges e 3 mm de comprimento, acoplada à uma 

microseringa (10 μl; Hamilton, Reno, NV, USA), inserida 

unilateralmente (1 mm) no ponto médio equidistante entre os olhos, a 

uma distância igual entre os olhos e as orelhas, perpendicular ao plano 

do crânio dos animais, em um volume de 3 μl da solução contendo AβO. 

Os animais foram expostos à injeção icv de 1 pmol de AβO, sendo que 

um grupo controle recebeu 10 pmol de AβO, dose reconhecidamente 

neurotóxica (FIGUEIREDO et al., 2011). 

3.8. ANÁLISE MORFOMÉTRICA DO HIPOCAMPO 

Conforme descrito anteriormente, animais neonatos (P4) foram 

submetidos à injeção subcutânea de E. coli (0,5 x 10
6
 UFC) ou veículo 

(PBS) e eutanasiados por deslocamento cervical em P5, P7, P14 e P21, 

sendo os cérebros removidos para análise histológica. Após a remoção, 

os cérebros foram pesados e posteriormente fixados em paraformoldeído 

4% durante 24 horas e incluídos em parafina. As amostras foram 
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seccionadas no plano sagital (4 m). De cada cérebro, foram obtidos de 

10-15 cortes, dispostos em 5 lâminas.  

A análise morfométrica foi realizada em uma lâmina de cada 

animal, sendo avaliada a espessura das camadas de células das 

principais regiões hipocampais (CA1, CA3 e GD) (ANDERSEN et al., 

2007). Foi realizada a captura de imagens correspondentes às regiões 

hipocampais, sendo as medidas realizadas com auxílio de uma lâmina 

micrométrica, obtida nas mesmas condições ópticas da aquisição das 

imagens histológicas (aumento 20x). Foram aferidas duas regiões de 

cada região hipocampal, sendo a média representada nos gráficos. Nas 

áreas do hipocampo que foram realizadas as análises, conforme 

representado na Figura 6. 

Figura 6 – Secção sagital do hipocampo de neonatos (P21) de 

camundongos 

 

Hipocampo organizado em camadas: Corno de Amón (CA1), Corno de 

Amón 3 (CA3), giro denteado (GD). Coloração HE. Aumento 20x. 

Fonte: Elaborada pela autora (2017). 

3.9. ANÁLISES IMUNO-HISTOQUÍMICAS DE PLASTICIDADE 

HIPOCAMPAL 

Foram realizadas análises imuno-histoquímicas para diferentes 

marcadores relacionados com parâmetros de plasticidade e/ou 
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morfologia hipocampal, sendo: proteína nuclear específica para 

neurônio (anti-Neu N- marca Chemicon), proteína glial ácida fibrilar 

(anti-GFAP, glial fibrillary acidic protein, marca Dako), proteína do 

filamento intermediário do tipo VI (anti-Nestin, acrônimo para 

neuroectodermal stem cell marker, marca Millipore ), antígeno KI-67 

proteína nuclear de células em divisão, usado para avaliação de 

proliferação celular (anti-KI-67, Abcam), e proteína de vesícula pré-

sináptica utilizada como marcador de dano sináptico (anti-sinaptofisina, 

marca Vector). Secções histológicas foram aderidas em lâminas 

carregadas positivamente. Após fixação, durante 1 hora em estufa, com 

temperatura de aproximadamente 60ºC, os cortes foram desparafinados 

em xilol e reidratados por passagens sucessivas em concentrações 

decrescentes de etanol.  

Posteriormente, foi realizado o bloqueio da peroxidase endógena 

dos tecidos, pela imersão das lâminas em uma solução de peróxido de 

hidrogênio 3%. Previamente à incubação com o anticorpo primário, as 

lâminas foram submetidas ao tratamento para reativação antigênica, com 

a finalidade de recuperar os sítios antigênicos mascarados pela fixação e 

inclusão do tecido em formol e parafina. Para tal, as lâminas foram 

imersas durante 30-40 min em uma solução de tampão citrato 0,01 M, 

pH 6,0, a uma temperatura de 95-98ºC. A solução contendo os 

anticorpos foi adicionada sobre os cortes e as lâminas mantidas em 

câmara úmida à temperatura de 2-8ºC, durante 12-16 horas.  

A seguir, as lâminas foram lavadas com PBS à temperatura 

ambiente e foram incubadas com anticorpo secundário conjugado com 

um polímero de peroxidase (Dako Cytomation) em câmara úmida 

durante 1 hora, à temperatura ambiente. Posteriormente, foram 

realizadas duas lavagens utilizando-se PBS por 5 min, em temperatura 

ambiente. As amostras foram então submetidas à revelação 

colorimétrica com solução cromógena contendo 0,03% de 3,3’ 

diaminobenzidina (3,3’,4,4´-tetraaminobiphenyltetrahydrochloride; 

Dako Cytomation, Carpinteria, CA, EUA) e 0,3% de peróxido de 

hidrogênio, seguido de contra-coloração em solução de Hematoxilina de 

Harris (Merck, Alemanha), desidratação através de passagem das 

lâminas em etanol, diafanização em xilol e montagem em meio 

permanente Entellan® (Merck, São Paulo, SP, Brasil).  
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Para cada reação foi utilizado um controle negativo, com abolição 

do anticorpo primário nas reações. Os resultados foram alcançados 

através de uma câmera digital (Sight DS-5ML1), acoplada a um 

microscópio de luz Eclipse 50i (Nikon, Melville, NY, EUA). Para 

análise da imunomarcação para os anticorpos GFAP e sinaptofisina, 

foram digitalizadas de quatro a cinco imagens a partir dos cortes 

histológicos sagitais da região hipocampal. Utilizando o programa de 

análise de imagem NIH ImageJ 1.36b, foi obtido o melhor threshold que 

discriminasse a imunopositividade (coloração castanha). O resultado foi 

expresso como unidade arbitrária de densidade óptica (D.O.). Para 

avaliação dos cortes submetidos à reação de imuno-histoquímica com os 

anticorpos anti-KI-67, anti-Nestin, anti-Neu N, foram realizadas 

contagens de células positivas nas diferentes regiões hipocampais (CA1, 

CA3, GD ou hilo).  

A escolha das áreas a serem analisadas foi estabelecida de acordo 

com o padrão de marcação dos anticorpos nas diferentes regiões 

hipocampais. Considerando que o córtex também é uma estrutura 

envolvida nos mecanismos mnemônicos, foram obtidas duas imagens de 

cada corte imunomarcado para Neu N, de cada animal, para avaliação da 

densidade neuronal no córtex parietal dos camundongos. As imagens 

foram analisadas e fotografadas posteriormente no aumento de 20x. Os 

grupos experimentais foram compostos por 5 animais de cada grupo, 

com exceção do Grupo PBS P5, que contou com apenas 3 animais para 

todas as análises avaliadas. 

3.10. ANÁLISE DA NEURODEGENERAÇÃO E MORTE CELULAR 

Foi realizada pela coloração de Fluoro-Jade em hipocampos de 

animais coletados aos 5, 7, 14 e 21 dias após indução da infecção pós-

natal aos 4 dias de vida. Os cortes foram desparafinados e reidratados, 

conforme descrito para a técnica de imuno-histoquímica (item 3.2.3), e 

seguido de imersão em água destilada por 3 minutos. As lâminas foram 

incubadas em uma solução de Fluoro-Jade 0,01% (solução de trabalho), 

durante 30 minutos. A seguir, lavadas três vezes em água destilada e 

secas em temperatura ambiente. Finalmente, as lâminas foram cobertas 

com meio de montagem D.P.X. (Aldrich Chem. Co. Milwaukee, WI, 

EUA) e lamínulas de vidro. Os cortes visualizados em microscópio 

óptico (Eclipse 50i; Nikon, Melville, NY, EUA), com sistema de análise 

de fluorescência em campo escuro (filtro B-2A para FITC, banda de 
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excitação 450-490 nm) para identificação dos neurônios fluorescentes 

positivos para Fluoro-Jade. Os grupos experimentais foram compostos 

por 3 animais por grupo. 

3.11. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os resultados foram analisados por meio do Programa Graphpad 

Prism, utilizando teste t Student para os resultados obtidos da imuno-

histoquímica e Anova nos testes comportamentais e avaliações de massa 

corporal e peso dos cérebros, com valores fixos em 50%. Os dados 

foram representados pela média ± erro padrão da média (EPM), sendo 

que a probabilidade de P ≤ 0,05 e P ≤ 0,01 foram consideradas como 

diferenças estatísticas significativas. 
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4. RESULTADOS 

Todos os animais apresentaram o período de aleitamento de 21 

dias, com tamanho, peso e aparência considerados normais para sua 

utilização nos experimentos. Os resultados foram obtidos após 

avaliações por observações macroscópicas e referem-se à eficiência do 

período de amamentação, crescimento e peso do animal e tempo 

adequado para o desmame.  

O peso corporal e cerebral dos animais que receberam injeção 

subcutânea de E. coli (0,5 x 10
6
 UFC) foi avaliado durante 21 dias, até o 

desmame da prole. Tanto os machos como as fêmeas que receberam 

injeção subcutânea de E. coli não apresentaram perda de peso corporal 

ou mesmo retardo no ganho de peso durante o período de 21 dias após o 

nascimento (Figura 7). Além disso, os pesos médios do cérebro dos 

camundongos, tanto machos como fêmeas, não apresentaram alteração 

no grupo que foi submetido à infecção pós-natal (Figura 8). 

Figura 7 – Efeito da infecção bacteriana pós-natal sobre o peso 

corporal 

 
Na Figura 7 estão representados os animais submetidos à injeção subcutânea e 

E. coli (0,5 x 10
6
 UFC) ou PBS. Os gráficos representam a média (± E.P.M) da 

massa corporal dos camundongos machos (A) e fêmeas (B) até o desmame 

(Anova) (n = 7 animais/grupo). 

Fonte: Elaborada pela autora (2017). 
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Figura 8 – Efeito da infecção bacteriana pós-natal sobre o peso dos 

cérebros 

 
Na Figura 8 estão representados os animais submetidos à injeção subcutânea e 

E. coli (0,5 x 10
6
 UFC) ou PBS. Os gráficos representam também a média (± 

E.P.M) do peso total dos cérebros dos camundongos machos (A) e fêmeas (B) 

até o desmame (n = 7 animais/grupo). 

Fonte: Elaborada pela autora (2017). 

4.1. A INFECÇÃO NEONATAL INDUZ ALTERAÇÕES 

COMPORTAMENTAIS TARDIAS EM CAMUNDONGOS 

Os animais que receberam injeção subcutânea (sc) da maior dose 

de E. coli (1 x 10
6
 UFC) aos 4 dias de vida (P4) (Figura 9), quando 

avaliados na tarefa de reconhecimento de novos objetos, apresentaram 

prejuízo cognitivo na vida adulta. Em contrapartida, os animais 

infectados com as doses menores de E. coli (0,25 ou 0,5 x 10
6
 UFC, sc) 

em P4, apresentaram memória intacta, quando avaliados nessa mesma 

tarefa na vida adulta. Nenhum grupo de animais apresentou alteração da 

locomoção quando avaliado no teste de campo aberto.  

Na sequência, será avaliado se os animais submetidos à infecção 

bacteriana com a menor dose de E. coli, aos 4 dias de vida (P4), 

apresentavam alterações comportamentais depois de expostos a um 

segundo insulto neurotóxico. A Figura 9 demonstra que os animais 

infectados com E. coli (0,5 x 10
6
 UFC) em P4, e que receberam injeção 

icv de AβO na vida adulta, quando submetidos ao teste de 

reconhecimento de objetos (Figura 9), apresentaram um evidente 

prejuízo cognitivo, quando associada à indução por oligômeros. O 

prejuízo cognitivo pode ser observado também nos grupos de animais 

com controle negativo (10 pmol) e nos animais tratados com E. coli na 



49 

dose de 1 x 10
6
 UFC. É importante ressaltar que nenhum grupo 

experimental, nem mesmo os animais infectados com 0,5 x 10
6
 UFC de 

E. coli no período neonatal, apresentaram prejuízo na exploração ou 

locomoção na vida adulta, quando avaliados no teste de campo aberto 

(Figura 10). 

Figura 9 – Efeito da infecção bacteriana pós-natal em P90 sobre 

déficit cognitivo de camundongos no RO 

 
Na Figura 9 estão representados os animais submetidos à injeção subcutânea e 

E. coli nas doses de 0,25, 0,5 e 1,0 x 10
6
 UFC ou PBS em P4. O gráfico 

representa a porcentagem de exploração dos objetos após treino de habituação, 

além de dados representados em média (± E.P.M.) e diferenças significativas na 

porcentagem de exploração dos objetos, em relação ao controle *P<0,05 (teste 

t-student, com valor fixo de 50%) (n = 10 animais/grupo). 

Fonte: Elaborada pela autora (2017). 
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Figura 10 – Efeito da infecção bacteriana pós-natal sobre o prejuízo 

cognitivo de camundongos adultos 

 
Na Figura 10 são representados animais submetidos à injeção subcutânea e E. 

coli nas doses de 0,25, 0,5 e 1,0 x 10
6
 UFC ou PBS em P4, e desafiados com 

uma injeção intracerebroventricular de 1 pmol/sítio de oligômeros do peptídeo 

beta-amiloide (AβO) em P90. Além disso, também são representados o grupo 

de controle negativo, com injeção de 10 pmol/sítio de AβO e as diferenças 

significativas na média (± E.P.M) de porcentagem de exploração dos objetos, 

em relação ao controle *P<0.05 (test t-student, com valor fixo de 50%) (n = 10 

animais/grupo). 

Fonte: Elaborada pela autora (2017). 
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Figura 11 – Efeito da infecção bacteriana pós-natal sobre a capacidade 

locomotora de camundongos 

 
Na Figura 11 são representados os animais submetidos à injeção subcutânea e 

E. coli (0,5 x10-6 UFC ou PBS), os quais foram desafiados com uma injeção 

intracerebroventricular de 1 pmol/sítio de oligômeros do peptídeo beta-amiloide 

(AβO). O grupo de controle negativo recebeu AβO (10 pmol/sítio, icv). Nesse 

sentido, os gráficos representam a distância percorrida (A), a velocidade média 

(B), o tempo de permanência no centro (C), além do número de entradas no 

centro do aparato de campo aberto (D). Os dados representam a média (± 

E.P.M) (n = 10 animais/grupo). 

Fonte: Elaborada pela autora (2017). 
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4.2. AVALIAÇÃO DA MORFOLOGIA NEURONAL E 

ASTROCITÁRIA DO HIPOCAMPO E CORTEX APÓS 

INFECÇÃO NEONATAL EM CAMUNDONGOS 

A espessura das camadas celulares em micrômetros, que 

compõem as regiões CA1, CA3 e GD do hipocampo, está apresentada 

na Figura 12. Os resultados mostram que os animais que receberam 

injeção de E. coli apresentam uma maior espessura da camada de células 

granulares somente na região do GD, 14 dias após o nascimento, quando 

comparado com o grupo de animais controle. Nas demais regiões e nos 

outros períodos experimentais não foi observada diferença significativa 

na espessura das camadas celulares avaliadas. 

Figura 12 – Efeito da infecção bacteriana pós-natal em P90 sobre a 

espessura da camada de células nas regiões hipocampais de 

camundongos 

 
Na Figura 12 são representados os animais submetidos à injeção subcutânea e 

E. coli na dose de 0,5 x 10
6
 UFC ou PBS. Os gráficos representam a média (± 

EPM) da espessura da camada de células na região CA1 (A), CA3 (B) e giro 

denteado (GD) (C) do hipocampo dos animais em P5, P7, P14 e P21, além de 

diferenças significativas em relação ao controle ** P<0,01 e *P<0,05 (Anova) 

(n = 3 animais/grupo).  

Fonte: Elaborada pela autora (2017). 
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As células imunomarcadas com Neu N quantificaram o número 

de neurônios nas regiões do hipocampo (GD e CA1) e córtex parietal 

(CTX). Os animais submetidos à infecção bacteriana neonatal e 

analisados em P5, P7 e P14 não apresentaram diferença no número de 

células positivas para Neu N quando comparados com grupo controle 

(Figura 13, Figura 14 e Figura 15). Já nos animais analisados em P21, 

um aumento significativo no número de células Neu N-positivas foi 

observado na região do CTX após a infecção bacteriana neonatal 

(Figura 16). 

Figura 13 – Efeito da infecção bacteriana neonatal sobre o 

conteúdo da proteína Neu N em células do hipocampo e córtex 

parietal de camundongos em P5 

 
Na Figura 13 são representadas as células imunomarcadas nas regiões do 

hipocampo em GD expostas ao PBS (A) e tratadas com EC (B), e as da região 

CA1 expostas ao PBS (D) e tratadas com EC (E), além de células 

imunomarcadas na região do CTX expostas ao PBS (G) e tratadas com EC (H). 

Os gráficos representam as quantificações de células imunorreativas para Neu N 

(C, F, I), os dados são representados em média (± EPM). Barra de escala: 25µm. 

(n = 3 a 5 animais/; 5 campos visuais/grupo). 
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Fonte: Elaborada pela autora (2017). 

Figura 14 – Efeito da infecção bacteriana neonatal sobre o 

conteúdo da proteína Neu N em células do hipocampo e córtex 

parietal de camundongos em P7 

 
Na Figura 14 são representadas células imunomarcadas nas regiões do 

hipocampo em GD expostas ao PBS (A) e tratadas com EC (B), e região CA1 

expostas ao PBS (D) e tratadas com EC (E), além de células imunomarcadas na 

região do CTX expostas ao PBS (G) e tratadas com EC (H). Os gráficos 

representam as quantificações de células imunorreativas para Neu N (C, F, I) e 

os dados são representados em média (± EPM). Barra de escala: 25µm (n = 5 

animais; 5 campos visuais/grupo). 

Fonte: Elaborada pela autora (2017). 



55 

Figura 15 – Efeito da infecção bacteriana neonatal sobre o 

conteúdo da proteína Neu N em células do hipocampo e córtex 

parietal de camundongos em P14 

 
Na Figura 15 são representadas as células imunomarcadas nas regiões do 

hipocampo em GD expostas ao PBS (A) e tratadas com EC (B), e região CA1 

expostas ao PBS (D) e tratadas com EC (E), além das células imunomarcadas na 

região do CTX expostas ao PBS (G) e tratadas com EC (H). Os gráficos 

representam as quantificações de células imunorreativas para Neu N (C, F, I) e 

os dados são representados em média (± EPM). Barra de escala: 25 µm (n = 5 

animais/grupo; 5 campos visuais/grupo). 

Fonte: Elaborada pela autora (2017). 
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Figura 16 – Efeito da infecção bacteriana neonatal sobre o conteúdo da 

proteína Neu N em células do hipocampo e córtex parietal de 

camundongos em P21 

 
Na Figura 16 são representadas as células imunomarcadas nas regiões do 

hipocampo em GD expostas ao PBS (A) e tratadas com EC (B), e região CA1 

expostas ao PBS (D) e tratadas com EC (E), além das células imunomarcadas na 

região do CTX expostas ao PBS (G) e tratadas com EC (H). Os gráficos 

representam as quantificações de células imunorreativas para Neu N (C, F, I) e 

os dados são representados em média (± EPM), com diferenças significativas 

em relação ao controle ** P<0,01. Barra de escala: 25 µm. (n = 5 

animais/grupo; 5 campos visuais/grupo). 

Fonte: Elaborada pela autora (2017). 

A avaliação da astrocitose das regiões do hipocampo marcadas 

por células GFAP-positivas analisadas em P5, P7 e P21 após a infecção 

bacteriana neonatal não demonstraram diferenças na intensidade de 

marcação, quando comparadas com o grupo controle (Figura 17, Figura 

18 e Figura 20). Em contrapartida, os animais infectados no período 
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neonatal e analisados em P14 apresentaram um aumento da expressão 

de GFAP na região CA3 do hipocampo, quando comparados com o 

grupo controle (Figura 19). 

Figura 17 – Efeito da infecção bacteriana neonatal sobre o 

conteúdo da proteína GFAP em células do hipocampo de 

camundongos em P5 

 
Na Figura 17 são representadas células imunomarcadas nas regiões do hipocampo na 

região GD expostas ao PBS (A) e tratadas com EC (B), além das células 

imunomarcadas na região CA1 expostas ao PBS (D) e tratadas com EC (E) e das 

células imunomarcadas na região CA3 expostas do PBS (G) e tratadas com EC (H). 

Os gráficos representam as quantificações de células imunorreativas para GFAP (C, F, 

I) e os dados são representados em média (± EPM). Barra de escala: 25 µm, (n = 3, 5 

animais/grupo; 5 campos visuais/grupo).  

Fonte: Elaborada pela autora (2017). 
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Figura 18 – Efeito da infecção bacteriana neonatal sobre o conteúdo 

da proteína GFAP em células do hipocampo de camundongos P7 

 
Na Figura 18 são representadas as células imunomarcadas nas regiões do 

hipocampo na região GD expostas ao PBS (A) e tratadas com EC (B), além das 

células imunomarcadas na região CA1 expostas ao PBS (D) e tratadas com EC 

(E) e das células imunomarcadas na região CA3 expostas do PBS (G) e tratadas 

com EC (H). Os gráficos representam as quantificações de células 

imunorreativas para GFAP (C, F, I) e os dados são representados em média (± 

EPM). Barra de escala: 25 µm, (n = 5 animais/grupo; 5 campos visuais/grupo). 

Fonte: Elaborada pela autora (2017). 
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Figura 19 – Efeito da infecção bacteriana neonatal sobre o conteúdo 

da proteína GFAP em células do hipocampo de camundongos P14 

 
Na Figura 19 são representadas as células imunomarcadas nas regiões do 

hipocampo na região GD expostas ao PBS (A) e tratadas com EC (B), além das 

células imunomarcadas na região CA1 expostas ao PBS (D) e tratadas com EC 

(E) e das células imunomarcadas na região CA3 expostas do PBS (G) e tratadas 

com EC (H). Os gráficos representam as quantificações de células 

imunorreativas para GFAP (C, F, I) e os dados são representados em média (± 

EPM), com diferenças significativas em relação ao controle * P<0.05. Barra de 

escala: 25 µm (n = 5 animais/grupo; 5 campos visuais/grupo. 

Fonte: Elaborada pela autora (2017). 
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Figura 20 – Efeito da infecção bacteriana neonatal sobre o conteúdo 

da proteína GFAP em células do hipocampo de camundongos em 

P21 

 
Na Figura 20 são representadas as células imunomarcadas nas regiões do 

hipocampo na região GD expostas ao PBS (A) e tratadas com EC (B), além das 

células imunomarcadas na região CA1 expostas ao PBS (D) e tratadas com EC 

(E) e das células imunomarcadas na região CA3 expostas do PBS (G) e tratadas 

com EC (H). Os gráficos representam as quantificações de células 

imunorreativas para GFAP (C, F, I) e os dados são representados em média (± 

EPM). Barra de escala: 25 µm, (n = 5 animais/grupo; 5 campos visuais/grupo). 

Fonte: Elaborada pela autora (2017). 

4.3. AVALIAÇÃO DA PROLIFERAÇÃO E MORTE CELULAR NO 

HIPOCAMPO APÓS INFECÇÃO NEONATAL EM 

CAMUNDONGOS 
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A atividade mitótica das regiões do hipocampo foi quantificada 

pelo marcador Ki67, e os resultados mostram que as células Ki-67-

positivas analisadas em P14 e P21, após a infecção bacteriana pós-natal, 

não apresentaram diferenças no número de células marcadas, quando 

comparadas com o grupo controle (Figura 23 e Figura 24). Em 

contrapartida, os animais infectados no período neonatal e analisados 

em P5 apresentaram uma diminuição da expressão de Ki-67 em todas as 

regiões do hipocampo, quando comparados com o grupo controle 

(Figura 21). A diminuição da expressão dessa proteína pode ser 

observada em P7 na região do GD (Figura 22). 

Figura 21 – Efeito da infecção bacteriana neonatal 

sobre o conteúdo da proteína Ki67 em células do 

hipocampo de camundongos em P5 

 
Na Figura 21 são representadas as células imunomarcadas nas regiões do 

hipocampo na região GD expostas ao PBS (A) e tratadas com EC (B), além das 

células imunomarcadas na região CA1 expostas ao PBS (D) e tratadas com EC 

(E) e das células imunomarcadas na região CA3 expostas do PBS (G) e tratadas 

com EC (H). Os gráficos representam as quantificações de células 

imunorreativas para Ki67 (C, F, I) e os dados são representados em média (± 

EPM), com diferenças significativas em relação ao controle ** P<0,01 e* 
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P<0,05. Barra de escala: 25 µm. (n = 3, 5 animais/grupo; 5 campos 

visuais/grupo). 

Fonte: Elaborada pela autora (2017). 

Figura 22 – Efeito da infecção bacteriana neonatal sobre o conteúdo 

da proteína Ki67 em células do hipocampo de camundongos em P7 

 
Na Figura 22 são representadas as células imunomarcadas nas regiões do 

hipocampo, na região GD expostas ao PBS (A) e tratadas com EC (B), além das 

células imunomarcadas na região CA1 expostas ao PBS (D) e tratadas com EC 

(E) e das células imunomarcadas na região CA3 expostas do PBS (G) e tratadas 

com EC (H). Os gráficos representam as quantificações de células 

imunorreativas para Ki67 (C, F, I) e os dados são representados em média (± 

EPM), com diferenças significativas em relação ao controle ** P<0,01. Barra de 

escala: 25 µm, (n = 5 animais/grupo; 5 campos visuais/grupo). 

Fonte: Elaborada pela autora (2017). 
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Figura 23 – Efeito da infecção bacteriana neonatal sobre o conteúdo da 

proteína Ki67 em células do hipocampo de camundongos em P14 

 
Na Figura 23 são representadas células imunomarcadas nas regiões do 

hipocampo, na região GD, expostas ao PBS (A) e tratadas com EC (B), além 

das células imunomarcadas na região CA1 expostas ao PBS (D) e tratadas com 

EC (E) e das Células imunomarcadas na região CA3 expostas do PBS (G) e 

tratadas com EC (H). Os gráficos representam as quantificações de células 

imunorreativas para Ki67 (C, F, I) e os dados são representados em média (± 

EPM). Barra de escala: 25 µm. (n = 5 animais/grupo; 5 campos visuais/grupo). 

Fonte: Elaborada pela autora (2017). 
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Figura 24 – Efeito da infecção bacteriana neonatal sobre o conteúdo da 

proteína Ki67 em células do hipocampo de camundongos em P21 

 
Na Figura 24 são representadas células imunomarcadas nas regiões do 

hipocampo, na região GD, expostas ao PBS (A) e tratadas com EC (B), além 

das células imunomarcadas na região CA1 expostas ao PBS (D) e tratadas com 

EC (E) e das células imunomarcadas na região CA3 expostas do PBS (G) e 

tratadas com EC (H). Os gráficos representam as quantificações de células 

imunorreativas para Ki67 (C, F, I) e os dados são representados em média (± 

EPM). Barra de escala: 25 µm. (n = 5 animais/grupo; 5 campos visuais/grupo). 

Fonte: Elaborada pela autora (2017). 

A avaliação do número de progenitores neurais das regiões do 

hipocampo mostra que as células Nestin-positivas analisadas em P5 e P7 

após a infecção bacteriana pós-natal não apresentaram diferenças no 

número de células marcadas, quando comparadas com o grupo controle. 

Contudo, os animais infectados e analisados em P14 e P21, 

apresentaram uma diminuição da expressão de Nestin na região do hilo, 

quando comparados com o grupo controle (Figura 25). 
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Figura 25 – Efeito da infecção bacteriana pós-natal sobre o número de 

células progenitoras neurais no hipocampo de camundongos 

 
Na Figura 25 são representados os animais submetidos à injeção subcutânea de 

E. coli na dose de 0,5 x 10
6
 ou PBS em reação de imuno-histoquímica com o 

anticorpo Nestin. Os gráficos representam a média do número de células 

positivas para Nestin 5 (A, B, C, D, E); 7 (F, G, H. I, J); 14 (K, L, M, N, O) e 21 

(P, Q, R, S, T), dias após o nascimento, e os dados são representados em média 

(± EPM), com diferenças significativas em relação ao controle ** P<0,01 e* 

P<0,05. Barra de escala: 25 µm, (n = 3, 5 animais/grupo; 5 campos 

visuais/grupo). 

Fonte: Elaborada pela autora (2017). 

A análise de morte celular foi avaliada pela coloração de Fluoro-

Jade (FJ). As análises demonstram que os animais infectados no período 

pós-natal apresentaram um maior número de células FJ-positivas em P5, 

nas regiões CA3 e do GD (Figura 26), e no grupo P14 (Figura 28), 

apenas na região CA3. 
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Figura 26 – Efeito da infecção bacteriana pós-natal em camundongos 

sobre a morte de células hipocampais em P5 

 
Na Figura 26 são representadas as células marcadas nas regiões do hipocampo, 

na região GD, expostas ao PBS (A) e tratadas com EC (B), além das células 

marcadas na região CA1 expostas ao PBS (D) e tratadas com EC (E) e das 

células marcadas na região CA3 expostas do PBS (G) e tratadas com EC (H). 

Os gráficos representam as quantificações de células marcadas para FJ (C, F, I) 

e os dados são representados em média (± EPM), com diferenças significativas 

em relação ao controle *P<0.05. Barra de escala: 25 µm. (n = 3 animais/grupo; 

5 campos visuais/grupo). 

Fonte: Elaborada pela autora (2017). 
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Figura 27 – Efeito da infecção bacteriana pós-natal em camundongos 

sobre a morte de células hipocampais em P7 

 
Na Figura 27 são representadas as células marcadas nas regiões do hipocampo, 

na região GD, expostas ao PBS (A) e tratadas com EC (B), além das células 

marcadas na região CA1 expostas ao PBS (D) e tratadas com EC (E) e das 

células marcadas na região CA3 expostas do PBS (G) e tratadas com EC (H). 

Os gráficos representam as quantificações de células marcadas para FJ (C, F, I) 

e os dados são representados em média (± EPM). Barra de escala: 25 µm. (n = 3 

animais/grupo; 5 campos visuais/grupo). 

Fonte: Elaborada pela autora (2017). 
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Figura 28 – Efeito da infecção bacteriana pós-natal em camundongos 

sobre a morte de células hipocampais em P14 

 
Na Figura 28 são representadas as células marcadas nas regiões do hipocampo, 

na região GD, expostas ao PBS (A) e tratadas com EC (B), além das células 

marcadas na região CA1 expostas ao PBS (D) e tratadas com EC (E) e das 

células marcadas na região CA3 expostas do PBS (G) e tratadas com EC (H). 

Os gráficos representam as quantificações de células marcadas para FJ (C, F, I) 

e os dados são representados em média (± EPM), com diferenças significativas 

em relação ao controle ** P<0,01. Barra de escala: 25 µm, (n = 3 

animais/grupo; 5 campos visuais/grupo). 

Fonte: Elaborada pela autora (2017). 
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Figura 29 – Efeito da infecção bacteriana pós-natal em camundongos 

sobre a morte de células hipocampais em P21 

 
Na Figura 29 são representadas as células marcadas nas regiões do hipocampo, 

na região GD, expostas ao PBS (A) e tratadas com EC (B), além das células 

marcadas na região CA1 expostas ao PBS (D) e tratadas com EC (E) e das 

células marcadas na região CA3 expostas do PBS (G) e tratadas com EC (H). 

Os gráficos representam as quantificações de células marcadas para FJ (C, F, I) 

e os dados são representados em média (± EPM). Barra de escala: 25 µm. (n = 3 

animais/grupo; 5 campos visuais/grupo). 

Fonte: Elaborada pela autora (2017). 

4.4. QUANTIFICAÇÃO DA DENSIDADE SINÁPTICA NO 

HIPOCAMPO DE CAMUNDONGOS SUBMETIDOS À 

INFECÇÃO NEONATAL 

A quantificação do número de sinapses neurais no hipocampo foi 

evidenciada pela marcação de células positivas para sinaptofisina. Após 

a infecção bacteriana pós-natal não foi observada em P21, entretanto, a 
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diminuição da expressão da proteína em P5, nas regiões de CA1 e CA3, 

(Figura 30) demonstram uma diminuição de sinapses. A diminuição da 

expressão da proteína também foi observada em P7 (Figura 31) e P14 

(Figura 32) na região CA1, em relação ao grupo controle. 

Figura 30 – Efeito da infecção bacteriana pós-natal sobre o conteúdo 

da proteína sinaptofisina em células do hipocampo de camundongos 

P5 

 
Na Figura 30 são representadas as células imunomarcadas nas regiões do 

hipocampo, na região GD, expostas ao PBS (A) e tratadas com EC (B), além 

das células imunomarcadas na região CA1 expostas ao PBS (D) e tratadas com 

EC (E) e das células imunomarcadas na região CA3 expostas do PBS (G) e 

tratadas com EC (H). Os gráficos representam as quantificações de células 

imunorreativas para sinaptofisina (C, F, I) e os dados são representados em 

média (± EPM), com diferenças significativas em relação ao controle * P<0,05. 

Barra de escala: 25 µm. (n = 3, 5 animais/grupo; 5 campos visuais/grupo). 

Fonte: Elaborada pela autora (2017). 
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Figura 31 – Efeito da infecção bacteriana pós-natal em sobre o conteúdo da 

proteína sinaptofisina em células do hipocampo de camundongos em P7 

 
Na Figura 31 são representadas as células imunomarcadas nas regiões do 

hipocampo, na região GD, expostas ao PBS (A) e tratadas com EC (B), além 

das células imunomarcadas na região CA1 expostas ao PBS (D) e tratadas com 

EC (E) e das células imunomarcadas na região CA3 expostas do PBS (G) e 

tratadas com EC (H). Os gráficos representam as quantificações de células 

imunorreativas para sinaptofisina (C, F, I) e os dados são representados em 

média (± EPM), com diferenças significativas em relação ao controle *P<0,05. 

Barra de escala: 25 µm. (n = 5 animais/grupo; 5 campos visuais/grupo). 

Fonte: Elaborada pela autora (2017). 
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Figura 32 – Efeito da infecção bacteriana pós-natal em sobre o conteúdo da 

proteína sinaptofisina em células do hipocampo de camundongos em P14 

 
Na Figura 32 são representadas as células imunomarcadas nas regiões do 

hipocampo, na região GD, expostas ao PBS (A) e tratadas com EC (B), além 

das células imunomarcadas na região CA1 expostas ao PBS (D) e tratadas com 

EC (E) e das células imunomarcadas na região CA3 expostas do PBS (G) e 

tratadas com EC (H). Os gráficos representam as quantificações de células 

imunorreativas para sinaptofisina (C, F, I) e os dados são representados em 

média (± EPM), com diferenças significativas em relação ao controle ** 

P<0,01. Barra de escala: 25 µm. (n = 5 animais/grupo; 5 campos 

visuais/grupo). 

Fonte: Elaborada pela autora (2017). 
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Figura 33 – Efeito da infecção bacteriana pós-natal sobre o conteúdo da 

proteína sinaptofisina em células do hipocampo de camundongos em P21 

 
Na Figura 33 são representadas as células imunomarcadas nas regiões do 

hipocampo, na região GD, expostas ao PBS (A) e tratadas com EC (B), além 

das Células imunomarcadas na região CA1 expostas ao PBS (D) e tratadas com 

EC (E) e das Células imunomarcadas na região CA3 expostas do PBS (G) e 

tratadas com EC (H). Os gráficos representam as quantificações de células 

imunorreativas para sinaptofisina (C, F, I) e os dados representados em média 

(± EPM). Barra de escala: 25 µm. (n = 5 animais/grupo; 5 campos 

visuais/grupo). 

Fonte: Elaborada pela autora (2017). 

Os resultados em conjunto podem ser melhor compreendidos no 

quadro-resumo, que apresenta os marcadores utilizados no presente 

trabalho e que relacionam o tempo decorrido após a infecção e a região 

analisada. Nas colunas estão dispostos os períodos de tempo analisados, 

e nas linhas, os marcadores e seus parâmetros de avaliação, juntamente 

com as regiões estudadas. As marcações positivas representam as 
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diferenças significativas em relação ao respectivo grupo controle. A 

idade de P5, em todas as regiões analisadas, mostrou ser a mais crítica 

após o insulto, pois ocorreu diminuição da proliferação celular, tanto no 

período pré-natal como no período pós-natal. 

Figura 34 – Quadro-resumo dos resultados 

 
Na Figura 34 é feita a representação dos resultados, de forma a evidenciar as 

marcações positivas para o grau de significância estatística quando apresentados 

os símbolos “++” para P<0,01, “+” para P<0,05 e “–” quando não foram 

percebidas diferenças significativas. 

Fonte: Elaborada pela autora (2017). 
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5. DISCUSSÃO 

Evidências suportam a hipótese de que infecções cumulativas 

estão associadas com o desenvolvimento da DA, sugerindo um papel 

importante dos processos infecciosos e da inflamação na etiologia da 

doença (LIM et al., 2015). Adicionalmente, alguns estudos 

demonstraram que a infecção neonatal em camundongos pode induzir 

prejuízos cognitivos, após um desafio imune na vida adulta (BILBO et 

al., 2005; LIEBLEIN-BOFF et al., 2013; WILLIAMSON; BILBO, 

2014).  

Para testar nossa hipótese, de que animais submetidos a infecção 

pós-natal podem se tornar mais suscetíveis a um segundo evento 

neurotóxico, elegemos os AβOs que são as principais neurotoxinas 

responsáveis pelos prejuízos cognitivos observados em pacientes e 

modelos experimentais de DA. Para isso, utilizamos uma dose 

considerada sub-tóxica por Figueiredo et al. (2013), que demonstraram 

que animais que recebem injeção intracerebroventircular (icv) de 10 

pmol/sítio de AβOs apresentam prejuízo cognitivo na tarefa de 

reconhecimento de objetos 24 horas após injeção, e esse prejuízo 

persiste no mínimo até o 21º dia de vida. Em contrapartida, injeções icv 

de 1 pmol/sítio de AβOs em camundongos suíços não foram capazes de 

induzir prejuízo cognitivo nessa mesma tarefa de reconhecimento de 

novos objetos. 

Nesse contexto, nosso estudo avaliou que uma dose não tóxica de 

AβOs para camundongos seria capaz de induzir prejuízo cognitivo, 

quando associado a uma infecção bacteriana pós-natal. Observamos que 

a infecção em neonatos é capaz de aumentar a suscetibilidade dos 

camundongos para desenvolver prejuízo cognitivo após desafio com 

injeção central de icv de AβOs. Nenhum dos grupos experimentais, 

inclusive os animais infectados com as diferentes doses de E. coli no 

período neonatal, apresentou alterações na capacidade 

locomotora/exploratória na vida adulta, o que contraria os achados de 

Lieblein-Boff et al. (2013), que demonstraram que camundongos 

expostos a E. coli (1 x 10
6
 UFC, em P3) apresentam aumento da 

atividade locomotora e prejuízo da coordenação motora aos 60 dias de 

vida (P60). Nossos achados com insulto bacteriano pós-natal 

corroboram com estudos anteriores, que sugerem uma associação entre a 

presença de processos estressores ou infecciosos (virais e bacterianos) e 
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intensidade do processo inflamatório, com o desenvolvimento da DA 

(BU, 2014; LIM, 2015).  

O prejuízo cognitivo ocorrido nos animais após a infecção pode 

estar relacionado a alterações celulares e moleculares ocorridas ao longo 

do período crítico de neurogênese pós-natal, nas primeiras semanas após 

o nascimento (GREEN, 2014). Nosso estudo não revelou diferenças 

significativas entre a massa corporal ou cerebral dos animais infectados 

com E. coli, independentemente de gênero, demonstrando que a dose de 

0,5 x 10
6
 UFC não é capaz de induzir alterações macroscópicas 

corporais ou cerebrais em camundongos. Na análise das camadas de 

células hipocampais envolvidas com os processos de memória, 

verificamos que a infecção bacteriana na dose 0,5 x 10
6
 UFC não foi 

capaz de alterar de maneira significativa a morfometria das camadas de 

células piramidais das regiões analisadas em CA1 e CA3. Contudo, 

observamos uma pequena diminuição na camada de células granulares 

que constituem o GD (Figura 12), 10 dias após a infecção (P14). Esse 

resultado precisa ser avaliado de maneira cautelosa, considerando 

necessário aumentar o número de análises para assegurar a 

fidedignidade das análises. Dessa maneira, experimentos adicionais 

devem ser realizados para avaliação da influência da infecção neonatal 

sobre a espessura das camadas moleculares e granulares do hipocampo 

dos camundongos.  

Com o objetivo de utilizar uma metodologia complementar, 

utilizamos o marcador neuronal Neu N para determinar se o número de 

células neuronais estava alterado no hipocampo dos animais submetidos 

à infecção neonatal. Verificamos que os animais que receberam injeção 

subcutânea de E. coli (0,5 x 10
6
 UFC) apresentaram um aumento no 

número de neurônios na região do córtex parietal, quando avaliados 21 

dias após o nascimento (Figura 16). Wang et al. (2013) demonstraram 

que o número de neurônios hipocampais, avaliados por meio do 

marcador Neu N, apresenta-se diminuído no hipocampo de ratos adultos 

que receberam injeção intraperitoneal de LPS (1 mg/Kg) com 5 dias de 

vida. Essa diminuição no número de neurônios hipocampais durante o 

período neonatal, induzida pela injeção de LPS, foi acompanhada por 

alterações comportamentais na vida adulta dos animais (WANG et al., 

2013). Um estudo semelhante mostrou que a indução de processo 

inflamatório por meio de injeção intracerebral de LPS em neonatos 
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resulta em lesão neuronal na região CA1 em ratos no 21º dia após o 

nascimento, e prejuízos de aprendizagem e memória na tarefa de 

esquiva inibitória, quando avaliados na vida adulta (FAN et al., 2008). 

Esses achados reforçam o envolvimento de processos inflamatórios 

precoces na indução de alterações celulares e moleculares durante o 

desenvolvimento do SNC (LIN et al., 2015).  

A neuroinflamação tem sido frequentemente associada como 

fator de risco para o desenvolvimento de diferentes doenças 

neurodegenerativas (GREEN; NOLAN, 2014). Infecções bacterianas 

sistêmicas são capazes de gerar neuroinflamação (WILLIAMSON et al., 

2011) e consequente indução de gliose reativa (BILBO et al., 2009). No 

presente estudo avaliamos se a infecção neonatal é capaz de induzir 

astrocitose, utilizando um marcador amplamente utilizado (GFAP). A 

imuno-histoquímica para GFAP demonstrou que a infecção neonatal 

não induz aumento da expressão de GFAP logo após o insulto 

inflamatório, mas induz aumento na intensidade de marcação na região 

CA3 do hipocampo, 14 dias após injeção subcutânea de E. coli (Figura 

19). Esses dados corroboram com os achados de Bilbo et al. (2009), que 

utilizaram a infecção bacteriana pré-natal com o LPS (25 µg/Kg), em 

P4, e demonstraram ativação microglial exacerbada no hipocampo de 

animais, sem alteração de expressão da proteína GFAP logo após a 

infecção neonatal (BILBO et al., 2009).  

A diminuição de progenitores neurais, tanto no cérebro adulto 

como no cérebro em desenvolvimento, parece influenciar a função 

cognitiva na vida adulta (WANG et al., 2013). Os resultados das 

análises imuno-histoquímicas para proliferação neural de hipocampo de 

animais em P5 mostram diminuição de células em proliferação, 

positivas para o anticorpo anti-KI67, em todas as regiões avaliadas 

(CA1, CA3 e GD) (Figura 21), sendo esta diminuição observada 

também na região do GD em P7 (Figura 22). Esses dados sugerem que a 

proliferação celular é parcialmente interrompida 24 horas após a 

infecção por E. coli (0,5 x 
106

 UFC), e essa interrupção persiste por até 

três dias. A presença de progenitores neurais também foi avaliada pela 

imunorreatividade para nestina, uma proteína presente nos filamentos 

intermediários do citoesqueleto de células neurais indiferenciadas 

(MICHALCZK; ZIMAN, 2005). As análises da imunomarcação para 

nestina também demostraram uma diminuição dos progenitores neurais 

hipocampais, principalmente no período de 14-21 dias após o 
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nascimento (Figura 25). A marcação de Nestin, no hilo do GD, permite-

nos dizer que a infecção bacteriana ocorrida em P4 foi capaz de afetar a 

neurogênese em até 17 dias após a exposição. A diminuição das células 

progenitoras, positivas para Nestin, pode ter ocasionado uma 

inadequada regulação do hipocampo, que recruta esses precursores para 

a formação de novos neurônios (WANG et al., 2013). Tal diminuição no 

número de células em proliferação pode resultar em uma menor 

diferenciação de células neurais em uma fase crítica do desenvolvimento 

cerebral. Esse processo pode ser explicado por estudos que evidenciam 

que a neurogênese hipocampal na fase adulta é um importante regulador 

da aprendizagem e memória (DENG et al., 2010; GREEN; NOLAN, 

2014; SAXE et al., 2006; STANGL et al., 2009).  

Em roedores, a organização da formação do hipocampo ocorre 

predominantemente nas primeiras semanas após o nascimento, sendo 

este considerado um período crítico (CHEN; BARAN, 2015). Um dos 

mecanismos de desenvolvimento elencado como fundamental para essa 

organização é a programação do ciclo para morte celular (YOUNG, 

2017). Na avaliação de morte celular, com a coloração de Fluoro-Jade, 

observamos que a infecção pós-natal resulta em um aumento imediato 

da morte celular em até 24 horas (P5) após a infecção com E. coli (0,5 x 

10
6
 UFC), na região do GD (Figura 26). Quando avaliado em tempos 

mais tardios (P7, P14 e P21), não foi observada diferença no número de 

células em degeneração, quando comparado os grupos controle ou 

infectados com E. coli em P4. Esses dados reforçam os achados que 

demonstram a importante participação do GD nos fenômenos de 

aprendizado e memória (DENG et al., 2010; GREEN; NOLAN 2014; 

SAXE et al., 2006; STANGL et al., 2009). 

Estudos envolvendo mecanismos de memória vêm documentando 

uma forte relação entre as alterações morfológicas e um declínio 

funcional no sistema nervoso central (SNC), interferindo nas redes de 

conexões para a formação da memória e correlacionando-o a 

neuropatologias (MOORTHI et al., 2015). Estudos realizados por 

Escobar et al. (2011) apontam que a exposição ao LPS pré-natal leva a 

um prejuízo cognitivo na prole de ratos, assim como na plasticidade 

sináptica na região do hipocampo. Nossos resultados apresentam 

diminuição na expressão da proteína sinaptofisina nas regiões de CA1 e 

CA3, 24 horas após infecção (P5) (Figura 30). A diminuição dessa 



79 

proteína também foi observada em animais no 14º dia após o insulto 

inflamatório (Figura 32). As alterações sinápticas encontradas em P5 e 

P14 não nos permitem afirmar que essa diminuição persistiu na vida 

adulta, visto que tal perda sináptica não foi observada em P21. O estudo 

realizado por Escobar e colaboradores (2011) demonstrou que a 

exposição de ratos neonatos ao LPS parece resultar em disfunções 

cerebrais tardias, como déficits de aprendizagem em ratos. Por essa 

razão, serão necessários estudos complementares em animais adultos 

após o segundo evento inflamatório para descrever possíveis prejuízos 

sinápticos na vida adulta desses animais expostos a infecção no período 

neonatal.  

Com o presente estudo podemos sugerir que a infecção bacteriana 

pós-natal em fases iniciais (P4) pode interferir nos mecanismos de 

plasticidade hipocampal de camundongos adultos, dificultando a 

neurogênse, causando déficits cognitivos relacionados à memória. 

Extrapolando esses dados para seres humanos, podemos relacionar os 

resultados a pacientes com Alzheimer do tipo esporádica, que independe 

de causas genéticas, mas que apresentam a sintomatologia da doença. 

Esses dados poderão contribuir para os estudos futuros de mecanismos 

envolvidos na patologia de Alzheimer do tipo esporádica.
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS 

O conjunto de resultados nos permite afirmar que a infecção 

bacteriana pós-natal em P4 (0,5 x 10
6
 UFC) pode ser considerada um 

fator de risco para a predisposição desses animais a um prejuízo 

cognitivo na vida adulta, sendo este relacionado à DA, quando 

associado a uma indução com AβO.  

Os experimentos comportamentais demostram que a infecção por 

E. coli é capaz de causar dano cognitivo na vida adulta, dependendo da 

dose utilizada. O teste de RO mostrou que a infecção por E. coli na 

maior dose (1 x 10
6
 UFC) foi capaz de causar dano cognitivo nesses 

animais, o que não ocorreu com a dose inferior (0,5 x 10
6
 UFC). 

Contudo, quando associada ao desafio com AβO, o dano cognitivo foi 

evidenciado. 

A infecção causada por E. coli (0,5 x 10
6
 UFC) não foi capaz de 

induzir alterações no peso corporal ou cerebral em camundongos. Em 

avalições microscópicas, a morfometria das regiões do hipocampo não 

nos permite concluir que a espessura das camadas de células que 

compõem essas regiões possa ter influenciado nos resultados, pois esta 

alteração só se mostrou significativa em P14 em apenas uma região 

analisada.  

As análises imuno-histoquímicas, relacionadas à infecção 

bacteriana pós-natal, evidenciam a diminuição da proliferação celular no 

hipocampo dos animais 24 horas após serem infectados. Esses dados 

podem ser observados pela marcação positiva para Ki67, que persiste 

até três dias após a infecção, no GD do hipocampo destes animais. Da 

mesma forma, as análises de morte celular demonstram que a infecção 

pós-natal resulta em um aumento imediato da morte celular em até 24 

horas (P5). 

As alterações sinápticas encontradas em P5 e P14 não permitem 

afirmar que essa diminuição persistiu na vida adulta, visto que essa 

perda sináptica não foi observada em P21. 

Os resultados deste estudo nos permitem dizer que a infecção 

bacteriana pós-natal (P4) em camundongos pode ser considerada um 

fator de risco para o desenvolvimento da doença de Alzheimer na vida 

adulta. 
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Como perspectivas futuras, levando-se em consideração que a 

doença de Alzheimer (DA) é multifatorial, e que hábitos dos indivíduos 

ao longo da vida são implicados no aparecimento ou na progressão da 

doença, faz-se necessária a ampliação e o aprofundamento dos estudos 

envolvendo infecções e neuropatologias. 

Para maior compreensão e visando à complementação dos dados, 

pretende-se investigar a manifestação da doença em animais, aos 90 dias 

de vida, a presença de inflamação nos cérebros desses animais após a 

dose subtóxica de beta-amiloide. Com isso, será possível selecionar 

alguns dos marcadores utilizados no presente estudo, visando contribuir 

para a melhor elucidação dos mecanismos que envolvem a patologia da 

doença e suas prováveis causas – dessa forma, contribuindo ainda mais 

para investigação de infecções perinatais e sua relação na causalidade ou 

quanto à predisposição dos indivíduos à doença de Alzheimer. 
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