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RESUMO 

 

A infecção materna durante a gravidez resulta em alterações agudas ou 

duradouras no contexto do desenvolvimento, estrutura e função do 

sistema nervoso central (SNC) do feto. Em modelos experimentais a 

administração de lipopolissacarídeo (LPS) é bem caracterizado e 

amplamente aceito como uma infecção bacteriana, sendo esta uma 

proteína altamente imunogênica que provoca uma resposta inflamatória 

no hospedeiro. O objetivo do estudo foi investigar os efeitos da injeção 

de LPS no 15º dia gestacional em ratas Wistar, em seus fetos e também 

avaliar as alterações comportamentais na prole exposta a diferentes 

doses de cetamina (CET) na vida adulta. Foram utilizadas ratas Wistar 

prenhas no 15º dia gestacional e o LPS ou solução salina tamponada 

com fosfato (PBS) (grupo controle) foi administrado por via 

intraperitoneal. Seis, 12 e 24 h após a injeção, as ratas foram submetidas 

a cirurgia para retirada das estruturas avaliadas. Os níveis de IL-1β, IL-

2, IL-5, IFN-γ, GM-CSF, IL-4, IL-6, IL-18, MIP-3a, TNF-α, IL-7, IL-

10, MIP-1a e EPO foram aumentados no cérebro dos fetos. No líquido 

amniótico os níveis de TBARS aumentaram em 12 e 24 h, grupamentos 

carbonil aumentaram em 12 h, a atividade da CAT aumentou somente 

em 12 h e a SOD aumentou em todos os tempos avaliados. No cérebro 

dos fetos os níveis de TBARS e grupamentos carbonil aumentaram 

somente em 24 h, a atividade da SOD e CAT somente em 12 h. Houve 

um aumento na expressão de metaloproteinases de matriz 2 e 9 (MMPs 

2 e 9) no líquido amniótico e cérebro dos fetos que foram expostos à 

injeção de LPS. No hipocampo e córtex cerebral das ratas houve 

disfunção na integridade da barreira hematoencefálica (BHE) em 6, 12 e 

24 h. Na barreira placentária (BP) a disfunção ocorreu em 6 h e em 6 e 

24 h no cérebro dos fetos. Neste trabalho a prole adulta também foi 

avaliada, foram injetadas com LPS e PBS e divididas nos seguintes 

grupos: controle/salina, controle/CET 5 mg/kg, controle/CET 15 mg/kg, 

controle/CET 25 mg/kg, LPS/salina, LPS/CET 5 mg/kg, LPS/CET 15 

mg/kg e LPS/CET 25 mg/kg. A CET foi administrada 1 vez ao dia 

durante 7 dias (53º ao 59º dia de vida). No teste comportamental de 

habituação ao campo aberto e reconhecimento de objetos novos, os 

animais do grupo controle expostos a 15 e 25 mg/kg de CET 
apresentaram dano de memória de habituação e reconhecimento e todos 

os animais do grupo LPS expostos ou não a CET apresentaram 

comprometimento de memória. Na atividade locomotora tanto os 

animais do grupo controle quanto LPS que receberam tratamento com  
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25 mg/kg de CET apresentaram hiperlocomoção em comparação com o 

grupo controle/salina. No teste de inibição de pré-pulso (IPP) do reflexo 

de sobressalto os animais do grupo controle/CET 25 mg/kg 

apresentaram IPP em 70 e 75 dB. Os animais LPS/CET 25 mg/kg 

apresentaram IPP em todas as intensidades analisadas. Houve um 

aumento dos níveis de BDNF e NGF no hipocampo de animais expostos 

ao LPS e que receberam 15 e 25 mg/kg de CET. Assim, a ativação 

imune materna (AIM) provocou alterações imunoquímicas e a CET 

intensificou déficits comportamentais em animais expostos ao LPS no 

período pré-natal. 

 

Palavras-chave: ativação imune materna, lipopolissacarídeo, 

comportamento, cetamina. 
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ABSTRACT 

 

 Maternal infection during pregnancy results in acute or long-lasting 

changes in the context of the development, structure and function of the 

fetal central nervous system (CNS). In experimental models the 

administration of lipopolysaccharide (LPS) is well characterized and 

widely accepted as a bacterial infection, being this a highly 

immunogenic protein that provokes an inflammatory response in the 

host. The objective of the study was to investigate the effects of LPS 

injection on the 15th day of pregnancy in Wistar rats and their fetuses, 

as well as to evaluate the behavioral damage in offspring exposed to 

different doses of ketamine (KET) in adult life. Pregnant Wistar rats 

were used on the 15th gestational day and LPS or phosphate buffered 

saline (PBS) (control group) was administered intraperitoneally. Six, 12 

and 24 h after the injection, the rats underwent surgery to remove the 

fetuses. Levels of IL-1β, IL-2, IL-5, IFN-γ, GM-CSF, IL-4, IL-6, IL-18, 

MIP-3a, TNF-α, IL-7, IL-10 , MIP-1a and EPO were increased in the 

fetal brain. In the amniotic fluid the TBARS levels increased in 12 and 

24 h, the protein carbonyl increased in 12 h, the CAT activity increased 

only in 12 h and the SOD increased in all evaluated times. In the brains 

of fetuses, TBARS levels and carbonyl of proteins increased only in 24 

h, SOD and CAT activity only in 12 h. There was an increase in the 

expression of matrix metalloproteinases 2 e 9 (MMPs 2 and 9) in the 

amniotic fluid and brains of the fetuses that were exposed to LPS 

injection. In the hippocampus and cerebral cortex of the rats, there was 

dysfunction in the integrity of the blood-brain barrier (BBB) at 6, 12 and 

24 h. In the placental barrier (PB) the dysfunction occurred in 6 h and in 

6 and 24 h in the brains of the fetuses. The adult offspring of rats 

injected with LPS or PBS were divided into the groups: control/saline, 

control/KET 5 mg/kg, control/KET 15 mg/kg, control/KET 25 mg/kg, 

LPS/saline, LPS/KET 5 mg/kg, LPS/KET 15 mg/kg and LPS/KET 25 

mg/kg. KET was given once a day for 7 days (53rd to 59th day of life). 

In the behavioral test of habituation to the open field and recognition of 

new objects, the animals of the control group treated with 15 and 25 

mg/kg of KET presented memory damage of habituation and 

recognition and all the animals of the LPS group treated or not with 
KET presented Memory impairment. In the locomotor activity, both 

control and LPS animals receiving treatment with 25 mg/kg KET 

showed hyperlocomotion compared to the control/saline group. In the 

pre-pulse inhibition test (PPI) of the startle reflex the animals in the  
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control group/KET 25 mg/kg had PPI at 70 and 75 dB. Animals injected 

with LPS/KET 25 mg/kg showed PPI in all intensities analyzed. There 

was an increase in the levels of BDNF and NGF in the hippocampus of 

animals injected with LPS and receiving 15 and 25 mg/kg KET. Thus, 

maternal immune activation (MIA) provoked immunochemical 

alterations and KET intensified behavioral deficits in animals exposed to 

LPS in the prenatal period. 

 

Key words: Maternal immune activation, lipopolysaccharide, 

behavioral, ketamine 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 ATIVAÇÃO IMUNE MATERNA  

 

O sistema imune é formado por células e moléculas efetoras que 

protegem o organismo de maneira eficaz contra doenças. Alguns 

patógenos e seus produtos são capazes de ativar o sistema imune, 

iniciando assim uma resposta imune que protege o hospedeiro contra 

danos (Murphy, 2016). Um caso específico é a ativação imune materna 

(AIM), onde as implicações da interação entre o sistema imunológico de 

gestantes e as infecções por diferentes agentes patogênicos como 

bactérias, vírus e outros organismos se estendem tanto à saúde materna, 

quanto à saúde do embrião, feto e neonato (Bonney, 2016). 

A infecção materna durante a gravidez resulta em alterações agudas 

ou duradouras no contexto do desenvolvimento, estrutura e função do 

sistema nervoso central (SNC) do feto. Essas alterações aumentam o 

risco ao parto prematuro, atraso mental e distúrbios neurológicos 

(Oskvig et al., 2012). Recentes evidências em observações clínicas e 

modelos experimentais indicam uma etiologia multifatorial com 

interação entre o tempo, intensidade, natureza da exposição 

imunológica, fatores ambientais e predisposição genética, definindo 

alterações estruturais e funcionais em longo prazo no cérebro da prole 

exposta à AIM (Estes e Mcallister, 2016; Scola e Duong, 2017). 

O desenvolvimento do cérebro é um processo altamente elaborado que 

ocorre predominantemente durante o período pré-natal, sendo que a 

produção de neurônios em seres humanos começa no 42º dia 

embrionário, pós-concepção (Bystron et al., 2008). À medida que são 

produzidos, os neurônios migram para diferentes áreas cerebrais onde 

começam a fazer conexões com outros neurônios estabelecendo redes 

neurais rudimentares (Knuesel et al., 2014). Considerando os processos 

altamente sofisticados de desenvolvimento cerebral, qualquer alteração, 

como a exposição materna a insultos infecciosos ou inflamatórios, pode 

potencialmente comprometer o desenvolvimento da arquitetura e função 

do cérebro fetal (Bale, 2011). Estes insultos à trajetória do 

desenvolvimento normal do cérebro durante o período pré-natal podem 

contribuir para uma sequência de eventos que podem tornar-se 
progressivamente ampliadas ao longo do tempo, levando a mudanças de 

longo prazo nas funções cerebrais e comportamentais que podem 

persistir até a idade adulta (Knuesel et al., 2014). 
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Existem crescentes evidências de que a etiologia de várias doenças 

neuropsiquiátricas tem sua origem no ambiente pré-natal, onde os 

insultos ao feto, durante momentos críticos do desenvolvimento, podem 

alterar o desenvolvimento cerebral do feto, agindo como fatores de 

vulnerabilidade para doenças na vida adulta, entre elas a esquizofrenia e 

o autismo (Brown et al., 2004; Atladottir et al., 2010). Além disso, a 

ativação imune pré-natal tem sido implicada em outros transtornos, 

incluindo a paralisia cerebral, epilepsia (Varon, 2009) e transtorno 

bipolar (Parboosing et al., 2013).  

Estudos têm demonstrado que a exposição à infecção pré-natal, como 

gripe, rubéola, sarampo, herpes e infecções bacterianas, podem 

aumentar o risco da prole em desenvolver diferentes alterações 

neuropsiquiátricas (Ploeger et al., 2010; Jiang et al., 2016). Alguns 

estudos demonstraram um risco aumentado para o desenvolvimento de 

autismo (Zerbo et al., 2011), esquizofrenia (Konrath et al., 2016) e 

transtorno bipolar (Torrey et al., 1996) nos bebês nascidos durante os 

meses do inverno, possivelmente devido a elevada prevalência de gripe 

e doenças infecciosas (Davies et al., 2003). Estes achados 

epidemiológicos sugerem que a resposta da AIM pode ser uma via 

subjacente compartilhada e conferindo riscos a esses distúrbios 

psiquiátricos (Scola e Duong, 2017).  

Os modelos experimentais são de grande importância para identificar 

mecanismos plausíveis de desenvolvimento através dos quais a 

exposição pré-natal à infecção no início da vida leva a alterações 

duradouras no desenvolvimento cerebral observadas na esquizofrenia 

(Boksa, 2010). A AIM em roedores está associada a uma gama de 

alterações no cérebro da prole adulta. Morfologicamente, tanto a 

infecção pré-natal por lipopolissacarídeo (LPS) ou ácido 

poliriboinosínico-poliribocítidílico (Poly I:C) têm sido associados à 

diminuição da substância branca (Makinodan et al., 2008), diminuição 

da neurogênese hipocampal (Cui et al., 2009) e aumento da ativação 

microglial no cérebro de ratos (Ling et al., 2004). O desenvolvimento de 

estudos com modelo animal permite abordar questões específicas sobre 

os efeitos da exposição à infecção precoce na vida, por exemplo, a 

temporização do período crítico para a ativação imune, a duração e a 

gravidade da resposta inflamatória e a trajetória de alterações no 
desenvolvimento neurológico até a vida adulta (Boksa, 2010). 
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1.2 RESPOSTA INFLAMATÓRIA POR LIPOPOLISSACARÍDEO  

 

Em modelos experimentais a administração de LPS, um componente 

da parede celular de bactérias Gram-negativas, é bem caracterizado e 

amplamente aceito como uma endotoxina (Campagne et al., 1999). O 

LPS pode provocar uma resposta inflamatória no hospedeiro através de 

seu reconhecimento por diferentes sensores do sistema imune inato, 

principalmente através dos receptores Toll-like (TLR) (Hanke e Kielian, 

2011). Existem 10 genes TLR expressos em humanos e 13 em roedores, 

cada um é responsável por reconhecer um grupo distinto de padrões 

moleculares. O TLR-4 é quem reconhece o LPS bacteriano (Weizman et 

al., 1994).  

Para identificar o LPS, o ectodomínio de TLR-4 utiliza uma proteína 

acessória chamada de proteína de diferenciação mieloide-2 (MD-2), que 

inicialmente se liga ao TLR-4 dentro da célula e é necessária para o 

tráfego correto do TLR-4 para a superfície celular e para o 

reconhecimento do LPS. Além da MD-2, outras duas proteínas 

acessoras são ativadas para o reconhecimento de LPS por TLR-4 

(Rahimifard et al., 2017), a proteína ligadora de LPS (LBP) e a CD14. 

Durante a infecção, o LPS pode se separar da membrana externa das 

bactérias e ser capturado pela LBP presente no sangue e no líquido 

extracelular dos tecidos. O LPS é então, transferido da proteína ligadora 

de LPS para uma segunda proteína, a CD14, que está presente na 

superfície de macrofagos, neutrófilos e células dendríticas (Murphy, 

2016). O reconhecimento de LPS pelo heterotrímero TLR-4/MD-

2/CD14 induz a ativação das vias dependentes e não dependentes do 

fator de diferenciação mielóide 88 (MyD88) (Rahimifard et al., 2017).  

A primeira e mais importante via é a dependente de MyD88. Neste 

mecanismo, após estimulação, TLR-4 liga-se a MyD88 através do 

receptor Toll de interleucina 1 (TIR) e da proteína adaptadora que 

contém o domínio TIR (TIRAP) (Laird et al., 2009) levando ao 

recrutamento do receptor de interleucina-1 associado à quinase 4 

(IRAK4). O IRAK4 ativado dissocia-se do MyD88 ligando-se e 

ativando o fator associado ao fator de necrose tumoral 6 (TRAF6). Esta 

ligação é então dissociada de TLR-4 e estimula o recrutamento de várias 

proteínas, incluindo a quinase-1 ativada por fator de crescimento 1 
(TAK1) e a proteína de ligação a TAK1 (TAB) (Murphy, 2016).  

Este processo leva a ativação de duas sub-vias: (1) A fosforilação de 

TAK1 induz a ativação do complexo IκB quinase (IKK) que, por sua 

vez, fosforila o inibidor da proteína kappa B (IκB). Isto leva à sua 
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degradação mediada pelo complexo de lipoproteína proteossomas e 

estimula a translocação do fator de transcrição nuclear kappa B (NF-κB) 

para o núcleo celular (Kieser e Kagan, 2017). As ações do NF-κB 

incluem ligação ao DNA, ativando assim centenas de genes específicos 

que promovem a expressão gênica de mediadores inflamatórios 

(Rahimifard et al., 2017); (2) Alternativamente, o TRAF6 ativa as 

proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAPKs) entre elas, a 

proteína quinase regulada por sinal extracelular 1/2 (ERK1/2), p38 e 

quinase terminal c-jun (JNK) através de fosforilação, que por sua vez 

modula a ativação de vários fatores de transcrição, incluindo a proteína 

ativadora 1 (AP-1) (Murphy, 2016; Kieser e Kagan, 2017), (figura 1). 

Após a estimulação por LPS, o TLR-4 recruta o indutor adaptador de 

interferon-β contendo o domínio TIR (TRIF) através da molécula 

adaptadora relacionada a TRIF (TRAM). A dimerização destas duas 

proteínas ativa a via TRAF6/TAK1/IKK descrita acima (Okun et al., 

2009). A TANK-ligação de quinase 1 (TBK1) fosforila o fator regulador 

de interferon 3 (IRF-3), e esta fosforilação torna-o ativo. O IRF3 ativado 

pode ser translocado para o núcleo onde atua como um fator de 

transcrição. O interferon-1β (IFN-1β) liga-se ao IRF3 e ativa o 

transdutor de sinal ativador de transcrição (STAT) (Murphy, 2016), que 

é uma família de fatores de transcrição que medeiam às funções 

antivirais do sistema imunológico através da sinalização dos IFNs (Roy 

et al., 2016).  

A habilidade dos TLRs ativarem NF-κB é crucial para o papel de 

alertar o sistema imune para a presença de patógenos bacterianos. O NF-

κB ativa subsequentemente mediadores pró-inflamatórios, que são 

altamente eficazes na ativação de óxido nítrico síntese induzível (iNOS), 

ciclo-oxigenase (COX) e estimulam a liberação de citocinas 

inflamatórias, tais como interleucina (IL) -1β, IL-6 e fator de necrose 

tumoral-α (TNF-α) (Murphy, 2016). 
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Figura 1. Ativação do receptor TLR-4 por LPS. Após reconhecimento do LPS 

o receptor TLR4, MyD88 ou TRIF são recrutados por TIRAP e TRAM. Isso, 

por sua vez, leva a via de ativação por processos dependentes de MyD88, onde 

MyD88 associa-se com o complexo IRAKs/TRAF6 e TAK1/TABs, conduzindo 

à ativação de IKK. IKK ativado fosforila IҡBα que estimula NF-ҡB que é então 

translocado para o núcleo celular onde estimula a transcrição de genes para 

produção e liberação de citocinas pró-inflamatórias e a produção de radicais 

livres. TAK1 também está associado com a via MAPK e estimula a ativação de 

p38, JNK e ERK1/2, levando a translocação nuclear de AP-1 e a transcrição de 

citocinas pró-inflamatórias que conduzem à morte celular. A via ativada 

independente de MyD88. Após a estimulação de TLR4 por LPS o TLR recruta 

TRIF através de TRAM. A dimerização destas duas proteínas ativa a via 

TRAF6-TAK1-IKK. Esta interação destrói IkappaBs e ativa NF-κB. 

Alternativamente, a quinase TBK1 fosforila o IRF3, e esta fosforilação torna-o 

ativo. A interação entre TRIF e TRAF3 induz a translocação nuclear de IRF3 e 
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IRF7 e a transcrição de IFNs. Abreviações: AP-1, proteína ativadora 1; ERK1/2, 

quinase regulada por sinal extracelular1/2; IFN, interferon; IKK, complexo IκB 

quinase; IRAK4, receptor de interleucina-1 associado à quinase 4; IRF 3,7, fator 

regulador de interferon 3,7; JNK, quinase terminal c-jun; LPS, 

lipopolissacarídeo; MAPK, proteína quinase ativadas por mitógenos; MyD88, 

fator de diferenciação mielóide-88; NF-κB, fator de transcrição nuclear B; p38, 

proteína 38; TABs, proteína de ligação a TAK1; TAK1, quinase-1 ativada por 

fator de crescimento 1; TIRAP, proteína adaptadora que contém o domínio TIR; 

TLR, receptores Toll-like; TRAF, fator associado ao fator de necrose tumoral 6; 

TRAM, molécula adaptadora relacionada a TRIF; TRIF, indutor adaptador de 

interferon-β contendo o domínio TIR. Fonte: desenvolvida pelo autor, 2017.  

 

Citocinas são pequenas proteínas inflamatórias de sinalização 

secretadas por diversas células como macrófagos, neutrófilos e 

leucócitos, geralmente em resposta a um estímulo ativador, e que 

induzem respostas por ligação a receptores específicos (Murphy, 2016). 

As citocinas e seus receptores podem ser agrupados pela estrutura em 

diferentes famílias entre elas a família IL-1, as hematopoietinas, TNF e 

os IFNs. A família de IL-1 contém 11 membros, entre os principais 

estão, IL-1α, IL-β e IL-18. A maioria dos membros dessa família são 

produzidas como pró-proteínas que são clivadas, para produzir as 

citocinas ativas, IL-1β e IL-18, que são liberadas pelos macrófagos em 

resposta a sinalização dos TLRs, são clivadas pela caspase 1 através dos 

receptores NOD-like (NLR) pyrin domain-containing 3 (NLRP-3) 

inflamassoma (Coll et al., 2015).  

A superfamília de hematopoietina inclui fatores de crescimento e 

diferenciação, não relacionada ao sistema imune, como a eritropoietina 

(EPO) que estimula o crescimento das hemácias e o hormônio de 

crescimento. A IL-6 e o fator estimulador de colônias de granulócitos-

macrófagos (GM-CSF) que estimula a produção de novos monócitos e 

granulócitos na medula óssea também fazem parte dessa família. Os 

receptores de IFN compreendem uma pequena família de receptores de 

heterodímeros que reconhecem IFNs tipo I, bem como outras citocinas 

como a IL-4, que são produzidas pelas células T (Roy et al., 2016). 

A família de TNF, na qual o TNF-α é o mais difundido, contém mais 

de 17 citocinas com importantes funções nas imunidades inata e 

adaptativa. Ao contrario da maioria das outras citocinas 

imunologicamente importantes, muitos membros da família de TNF são 

proteínas transmembranas, o que as confere propriedades distintas e 

limita o alcance de suas ações (Murphy, 2016).  
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As citocinas são também agrupadas em citocinas pró ou anti-

inflamatórias. As pró-inflamatórias incluem IL-1β, IL-6, TNF-α e IFN-

γ, que estão envolvidas na ampliação das respostas inflamatórias. Em 

contraste, as citocinas anti-inflamatórias tais como IL-4, IL-10 e IL-13 

diminuem a resposta inflamatória (Murphy, 2016). O equilíbrio entre 

essas citocinas regula uma ampla variedade de processos, como a 

regulação do sistema imune inato e adaptativo, proliferação, ativação e 

diferenciação celular (Rahimifard et al., 2017). 

O LPS aumentou expressão de mRNA e de citocinas pró-inflamatórias 

no soro materno, no fluido amniótico e na placenta de ratas prenhas 

(Anderson et al., 1997; Oskvig et al., 2012; Rincon, 2012). Neste 

modelo de infecção pré-natal as citocinas geradas penetram a barreira 

placentaria (BP) e ganham acesso ao feto (Maxeiner et al., 2014). No 

SNC, as citocinas regulam uma variedade de processos de 

desenvolvimento neurológico incluindo a diferenciação celular 

neuronal, conectividade e poda sináptica, plasticidade e sobrevivência 

neuronal (Estes e Mcallister, 2016). Durante o desenvolvimento pré-

natal do cérebro, há expressão constitutiva de citocinas e seus receptores 

em células neuronais, sugerindo que essas moléculas desempenham um 

papel crucial na direção e modelagem do desenvolvimento cerebral 

(Knuesel et al., 2014). 

A expressão gênica de moléculas pró-inflamatórias e também 

moléculas anti-inflamatórias aumenta a produção de outras 

interleucinas, quimiocinas, prostaglandinas, metaloproteinases de matriz 

(MMPs), óxido nítrico (NO
•
) e espécies reativas ao oxigênio (ERO) 

(Hirst et al., 2004). Em consequência à produção de citocinas, leucócitos 

polimorfonucleares são atraídos e ativados e, grandes quantidades de 

ERO são produzidas (Kastenbauer et al., 2002). 

 

1.3 ESTRESSE OXIDATIVO  

 

Em condições normais, a produção de espécies reativas é balanceada 

pelo sistema de defesa antioxidante no organismo. Entretanto, quando a 

geração de espécies reativas excede a capacidade das defesas 

antioxidantes, ocorre o estresse oxidativo, ocasionando um possível 

dano oxidativo em lipídios, proteínas e no DNA (Zhao et al., 2008). 
O conceito para ERO é de moléculas derivadas da redução parcial do 

oxigênio molecular que reagem com moléculas orgânicas e são 

citotóxicas, podendo induzir a morte celular neuronal. Em baixas 

concentrações, essas moléculas atuam em processos celulares de defesa 
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contra agentes patogênicos e reposta mitogênica (Valko et al., 2007). O 

processo de estresse oxidativo é determinado pelo balanço entre a 

quantidade de espécies oxidantes geradas e a capacidade dos processos 

metabólicos de produzir antioxidantes (Barron et al., 2013). Diversos 

tipos celulares podem sofrer dano oxidativo, no entanto, o SNC é 

particularmente vulnerável aos efeitos deletérios do estresse oxidativo e 

isso ocorre devido a utilização de altas taxas de oxigênio quando 

comparado a outros órgãos, presença de ácidos graxos poli-insaturados, 

que podem ser alvos das ERO (De Menezes et al., 2009).  

Os mecanismos de defesa contra o estresse oxidativo envolvem a 

atividade de antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos. No grupo de 

defesas enzimáticas antioxidantes encontram-se as enzimas superóxido 

dismutase (SOD), a glutationa peroxidase (GPx) e a catalase (CAT). 

Enquanto que no grupo de antioxidantes não enzimáticos estão ácido 

ascórbico (vitamina C), α-tocoferol (vitamina E), glutationa, 

carotenóides, flavonóides e outros (Valko et al., 2007). A SOD, em 

condições normais, catalisa a reação de conversão do ânion superóxido 

em peróxido de hidrogênio, que é eliminado pela ação das enzimas CAT 

e GPx (De Menezes et al., 2009). 

O NF-κB desempenha um papel essencial na expressão de genes 

envolvidos no desenvolvimento de células assessoras e populações de 

leucócitos, que levam à produção de citocinas, quimiocinas e outras 

moléculas pró-inflamatórias (Tato e Hunter, 2002). Consequentemente, 

os leucócitos polimorfonucleares são atraídos e ativados, liberando o 

NO
•
, radical ânion superóxido (O2

•–
) e peróxido de hidrogênio (H2O2). 

O2
•- 

e NO
•
 podem levar à formação de peroxinitrito (ONOO

-
), que é um 

forte oxidante (Klein et al., 2006). Este oxidante exerce efeitos 

citotóxicos sobre as células endoteliais (Szabo, 2003), aumentando a 

permeabilidade da barreira hematoencefálica (BHE), peroxidação 

lipídica, quebras na cadeia de DNA, nitração de tirosina e produção de 

citocinas (Kastenbauer et al., 2002; Klein et al., 2006).  

Assim, a passagem transplacentária de citocinas pró-inflamatórias e as 

espécies oxidativas maternas podem tornar o feto vulnerável a danos 

neurológicos (Richie e Josephson, 2015). Esta lesão neuronal pode ser 

atribuída principalmente à produção de metabólitos oxidativos 

neurotóxicos e moleculares, tais como o O2
•– 

e H2O2 (Mcintyre et al., 
2012; Campbell et al., 2014). Deste modo, tem sido sugerido que o 

estresse oxidativo contribui para a fisiopatologia de transtornos 

neuropsiquiatricos como a esquizofrenia (Al-Amin et al., 2016). O dano 

oxidativo a lípidos, proteínas e DNA, como observado na esquizofrenia 
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é conhecido por afetar a função e a viabilidade celular, a qual pode, 

subsequentemente, representar o curso de deterioração da doença 

(Kastenbauer e Pfister, 2003). 

Em um importante estudo verificou-se um aumento nos níveis de 

peroxidação lipídica e NO
•
 em pacientes com esquizofrenia, ao passo 

que a atividade da superóxido dismutase (SOD) foi encontrada 

significativamente reduzida (Brouwer et al., 2010). Além disso, lesão 

mediada por ativação imune de aminoácidos excitatórios, tais como o 

glutamato, estão cada vez mais sendo implicadas no desenvolvimento de 

lesão neuronal (Al-Amin et al., 2016). As ERO têm sido implicadas 

como mediadores da disfunção da BHE (Klein et al., 2006), sugerindo 

que o aumento da permeabilidade BHE pode estar relacionado com a 

presença de O2
•-
 e NO

•
 (Mayhan, 2000). 

 

1.4 BARREIRA HEMATOENCEFÁLICA E BARREIRA 

PLACENTÁRIA  

 

A BHE e a BP são as duas barreiras que protegem o cérebro e o 

embrião, respectivamente, da migração de proteínas e substâncias 

tóxicas do sangue periférico. Ao mesmo tempo, essas barreiras 

permitem a migração de nutrientes essenciais que são úteis para o 

desenvolvimento durante a organogênese (Mishra et al., 2009). Estas 

barreiras também têm a propriedade de agir como um isolador para 

proteger o cérebro e a placenta de doenças infecciosas. No entanto, 

alguns vírus e bactérias tem a capacidade de causar dano e aumentar a 

permeabilidade facilitando a passagem de células imunes, toxinas e 

microorganismos (Greenwood, 1991; Dallasta et al., 1999) e os 

mecanismos pelos quais algumas substâncias violam estas barreiras têm 

sido amplamente estudados e ainda não foram completamente 

elucidados (Diamond e Klein, 2004). 

A disfunção da BP pode permitir a transmissão in-utero de infecções. 

Por exemplo, a transmissão do vírus da imunodeficiência humana (HIV) 

da mãe para a criança é relatada na taxa de 25 a 35% (Kwiek et al., 

2006). A transmissão intrauterina do HIV-1 é presumivelmente devido a 

múltiplos fatores como baixa contagem de células linfócitos T CD4, 

carga viral elevada, anticorpos neutralizantes, fatores imunológicos 
maternos, fatores genéticos e quaisquer alterações morfológicas 

corrosivas na placenta intacta (Sperling et al., 1996). A membrana 

placentária, que existe na interface útero-placenta, separa o sangue fetal 

do sangue materno e consiste em endotélio vascular fetal, tecidos 
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conectivos, vilosidades coriônicas e trofoblásticas onde a ancoragem das 

vilosidades liga a placenta ao útero (Mofenson et al., 1999). A 

vilosidade coriônica contém macrófagos, células Hofbauer e vasos 

fetais. As vilosidades trofobláticas e terminais têm receptores CD4 e 

permanecem em contato direto com o sangue materno (Chandwani et 

al., 1991). 

A administração direta de LPS no feto pode diferir substancialmente 

da administração materna sistêmica, uma vez que a administração de 

LPS não entra no compartimento fetal quando administrado por via 

sistêmica materna, pois não atravessa a BP (Takahashi et al., 2014). 

Comparando o LPS a patógenos vivos, seu uso mimetiza a ativação 

imune que acompanha uma infecção bacteriana, conferindo controle 

sobre curso de tempo e da dose de exposição imunogênica. Isso pode 

permitir uma identificação mais precisa das janelas de vulnerabilidade 

(Harvey e Boksa, 2012). 

Além das respostas inflamatórias no meio materno, alterações nos 

níveis de citocinas ou outros mediadores na placenta, também são 

possíveis indutores de infecção pré-natal. Estas alterações na placenta 

podem ter consequências prejudiciais no desenvolvimento do cérebro 

fetal, já que o aumento dos níveis de citocinas inflamatórias tais como 

TNF-α, tem sido implicado na disfunção do trofoblasto e apoptose da 

placenta (Del Zoppo et al., 2000).  

Adicionalmente, a própria placenta reage fortemente à ativação imune 

tanto morfologicamente quanto imunologicamente contribuindo para o 

dano ao feto (Yamada et al., 2000; Dinarello, 2005). Dada a capacidade 

das citocinas em danificar os processos de desenvolvimento do SNC, a 

presença de moléculas inflamatórias no cérebro fetal pode afetar 

adversamente a sobrevivência de subpopulações neuronais (Martner et 

al., 2008). Acredita-se que a indução da resposta materna de citocinas e 

a cascata celular de eventos moleculares subsequentes são responsáveis 

pelo desenvolvimento alterado do cérebro e pelo aumento de risco para 

resultados de desenvolvimento anormais (Jauneikaite et al., 2012).  

Embora existam evidências de que a AIM induz ao desequilíbrio de 

citocinas e mudanças comportamentais, pouco se sabe sobre como essas 

citocinas alteram o desenvolvimento cerebral. Uma explicação plausível 

é que a AIM leva à produção de citocinas inflamatórias que são muitas 
vezes prolongadas e sistêmicas no sangue materno. Estas citocinas 

maternas podem atingir o compartimento fetal atravessando a BP 

(Zaretsky et al., 2004). As citocinas resultantes na circulação fetal 

podem ativar a resposta imune fetal para produzir mais citocinas. 
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Acredita-se que a BHE do feto é mais frágil e imatura quando 

comparado com os adultos, tornando muito provável que citocinas 

geradas sistematicamente no feto ganhem acesso ao cérebro fetal 

(Saunders et al., 2012).  

A BHE é uma estrutura especializada do SNC que controla e regula a 

homeostase do cérebro, medula espinhal e líquido cefalorraquidiano 

(LCR) com o restante dos sistemas. A barreira é formada pela presença 

das junções das células endoteliais que formam uma camada que reveste 

a superfície interior dos vasos sanguíneos e que controlam a abertura e 

fechamento coordenado das junções célula-célula (Munzel et al., 2008). 

Estas junções são compostas de diferentes complexos multiproteícos, 

como as junções apertadas e as junções endoteliais aderentes que são os 

principais reguladores da permeabilidade celular (Bazzoni e Dejana, 

2004). Os agentes patogênicos só conseguem invadir o cérebro após 

atravessar a camada de células endoteliais da BHE e, para isso, devem 

apresentar estratégias para ultrapassar esta barreira (Doran et al., 2016). 

O recrutamento e a interação dos periócitos com o endotélio é 

essencial para a formação, maturação e manutenção da BHE. Os 

periócitos comunicam-se diretamente com as células endoteliais através 

de invaginações em que um único periócito pode estar em contato com 

várias células endoteliais, permitindo uma camada adicional de 

comunicação e de estabilidade mecânica dos vasos (Armulik et al., 

2005). Os periócitos são células cerebrais contráteis que regulam o fluxo 

sanguíneo capilar desempenhando um papel importante na manutenção 

da BHE com a auto-regulação e homeostase cerebral. Foi determinado 

em estudos in vivo que as interações de periócitos com células 

endoteliais são críticas para regular a BHE e que a ruptura dessas 

interações pode levar a disfunção desta barreira e a neuroinflamação 

(Daneman et al., 2010). Além disso, estudos in vitro demonstram que os 

periócitos expressam moléculas como o fator de crescimento endotelial 

vascular (VEFG) e as MMPs, que regulam a integridade da BHE 

(Thanabalasundaram et al., 2010). 

 

1.5 METALOPROTEINASE DE MATRIZ 2 E 9  

 

As MMPs funcionam no espaço extracelular como enzimas 
transmembranares ancoradas na membrana ou liberadas (Mccawley e 

Matrisian, 2001). Consequentemente, os seus substratos são também 

proteínas extracelulares dentro da via secretora, presentes nas 

superfícies celulares ou dentro de compartimentos de tecidos celulares 
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(Overall e Blobel, 2007). São encontradas mais de 23 MMPs em 

mamíferos e a maior parte delas foi demonstrada in vitro por degradar 

ou clivar diferentes substratos de matriz extracelular (MEC) (Overall e 

Blobel, 2007). Um conceito predominante é que as MMPs são 

responsáveis pela degradação das proteínas da MEC (Page-Mccaw et 

al., 2007).  

Estudos têm demonstrado que as MMPs atuam também sobre uma 

variedade de proteínas não matriciais, tais como citocinas, quimiocinas, 

peptídeos antimicrobianos e proteínas de superfície, incluindo 

receptores, proteínas adesivas e de junção (Mcguire et al., 2003; Page-

Mccaw et al., 2007; Van Lint e Libert, 2007). Cerca de 10% do genoma 

humano codifica proteínas com um peptídeo de sinal, levando a uma 

extensa matriz de substratos de MMPs extracelulares (Smigiel e Parks, 

2017). Análises protêomicas imparciais indicam que, quando 

combinadas, várias MMPs podem potencialmente atuar em mais de 600 

substratos (Morrison et al., 2009). Assim, não surpreende que as MMPs 

tenham evoluído para funcionar em uma variedade de processos 

fisiológicos e de diferentes doenças (Parks et al., 2004; Cauwe et al., 

2007). Desta forma, as MMPs emergiram como enzimas efetoras 

críticas controlando uma gama de funções imunológicas, tais como na 

resposta inflamatória, no câncer, na remodelação tecidual e na isquemia 

cerebral (Parks et al., 2004; Page-Mccaw et al., 2007; Dufour e Overall, 

2013).  

As MMPs são frequentemente classificadas com base nos substratos 

que podem clivar ou degradar, como colágeno, elastina e componentes 

de membrana basal. Além disso, é descrito que muitos substratos de 

MMPs funcionam em algum aspecto da imunidade e da inflamação 

(Parks et al., 2004), para moldar a migração, ativação, proliferação e 

função dos leucócitos em resposta a uma lesão ou infecção. Recentes 

estudos demonstram que as MMPs não são apenas uma consequência a 

jusante de um processo inflamatório generalizado, mas são fatores 

críticos na regulação geral do padrão, tipo e duração das respostas 

imunes (Dufour e Overall, 2013; Smigiel e Parks, 2017). 

Foi sugerido que a exposição pré-natal à infecção materna, pode levar 

à lesão cerebral fetal e que esta lesão pode resultar em uma cascata 

inflamatória fetal (Malaeb e Dammann, 2009). Isto é apoiado por 
evidências epidemiológicas ligando infecção materno-fetal e inflamação 

com lesão cerebral e encefalopatia neonatal ao nascimento (Blume et al., 

2008) e níveis elevados de citocinas pró-inflamatórias em sangue fetal, 

líquido amniótico e em pacientes neonatos com lesão cerebral 



45 

(Dammann e O'shea, 2008). Além disso, a administração de uma 

endotoxina como o LPS em modelos animais está associada a um 

aumento da circulação e concentração de citocinas pró-inflamatórias e 

lesão da substância branca (Keogh et al., 2012). A presença de LPS ou 

TNF-α juntamente com outros mediadores inflamatórios pode estimular 

a produção de MMPs (Mancini e Di Battista, 2006), que foram 

mostradas por regularem processos imunitários específicos, como 

influxo e migração de leucócitos, atividade antimicrobiana, ativação de 

macrófagos e restauração das funções das barreiras de proteção como a 

BHE e BP (Smigiel e Parks, 2017). De fato, a expressão de MMP é 

baixa sob condições de estado imóvel, mas é marcadamente induzida 

durante processos inflamatórios incluindo infecção (Parks et al., 2004). 

As MMPs 2 e 9, também conhecidas como gelatinase A e B, 

respectivamente, devido à sua capacidade de degradar a gelatina, 

desempenham um papel importante nos processos patológicos e 

fisiológicos no SNC, particularmente durante a mielinização, uma vez 

que a MMP 9 regula o crescimento de oligodendrócitos. MMP 9 segrega 

e expressa gelatinases associadas a células ativas no processo de 

crescimento (Dang et al., 2017). As MMPs 2 e 9 são normalmente 

encontrados como zimogênios latentes, que têm um local fisicamente 

escondido ativo, e, portanto, não podem acessar substratos. As 

gelatinases visam uma variedade de substratos, por exemplo, MMP 2 e 9 

degradam a proteína básica de mielina (Roomi et al., 2017). O aumento 

na MMP 9 seguida pela MMP 2 foram relatados em pacientes em menos 

de 2 horas seguindo até vários anos após um acidente vascular cerebral. 

A uma forte relação entre o aumento de MMP 2 e o rompimento da 

BHE. Além disso, a administração de agentes que inibem as MMPs 

impede a abertura proteolítica da BHE e o aumento pós-isquêmico na 

permeabilidade capilar (Hung et al., 2008). 

Foi demonstrado que a atividade de pró-MMP 9 e MMP 9 aumenta 

drasticamente após o acidente vascular cerebral isquêmico e está 

correlacionada espacial e temporalmente com a desagregação de BHE. 

A degradação da BHE é marcadamente atenuada após a inibição da 

MMP ou a depleção do gene MMP 9 (Rosenberg, 2017). As fontes 

celulares de produção de MMP são células gliais, células endoteliais, 

neurônios e neutrófilos pró-inflamatórios que desgranam MMPs após 
ativação (Hung et al., 2008).  
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1.6 FATOR NEUTRÓFICO DERIVADO DO CÉREBRO E FATOR 

DE CRESCIMENTO DO NERVO  

 

Sabe-se que durante a vida fetal ocorre o chamado período crítico do 

desenvolvimento, época de fragilidade na qual se formam os tecidos e 

os órgãos, em especial o cérebro (Kimura et al., 2016). A neurogênese, 

crescimento dos neurônios, existe em toda a área cerebral no decorrer 

dessa fase, predominantemente no giro denteado hipocampal. Assim, a 

evolução do hipocampo, por sua vez, influencia diretamente o 

aprendizado e a memória (Dhobale, 2014).  

Adicionalmente, para que os neurônios se desenvolvam 

funcionalmente, faz-se necessário a presença de moléculas que 

estimulem e permitam este processo, sendo essas denominadas 

neurotrofinas. Na ausência dos fatores neurotróficos, as células neurais 

têm suas comunicações sinápticas e metabolismo diminuído (Lessmann 

et al., 2003). De fato, as neurotrofinas estão envolvidas na regeneração 

dos neurônios, na regulação da atividade das sinapses e, deste modo, 

mantêm a plasticidade cerebral (Kimura et al., 2016). 

O desenvolvimento adequado da placenta é essencial durante a 

gravidez, uma vez que essa constitui a interface entre as circulações 

materno-fetal, sendo fundamental para a nutrição e oxigenação do feto 

(Howerton e Bale, 2012). Diante disso, o fator neutrófico derivado do 

cérebro (BDNF), o fator de crescimento do nervo (NGF), e as 

neurotrofinas 3 e 4, são moléculas naturais que regulam o 

desenvolvimento da placenta e do cérebro. O BDNF e NGF também 

estão envolvidos na regulação da angiogênese, desempenhando 

importante papel no desenvolvimento, regulação e manutenção das 

funções do SNC e sistema nervoso periférico (SNP) (Dhobale, 2014). 

Desse modo, alterações nos níveis das neurotrofinas podem produzir 

efeitos duradouros sobre processos neurotróficos que influenciam a 

maturação neuronal e a plasticidade na vida tardia. A sinalização 

intracelular do BDNF e seu receptor tirosina quinase (TrkB) é essencial 

para a sobrevivência neuronal, plasticidade e morfogênese (Numakawa 

et al., 2010). Já o NGF tem sido associado com a atividade funcional das 

células que inclui os sistemas imune e endócrino e atua como um 

mediador inflamatório (Berry et al., 2012).  
O BDNF é um membro das neurotrofinas e o mais difundido fator de 

crescimento no cérebro, exercendo efeitos na transmissão sináptica, 

estimulação neurogênica e está envolvido em processos de plasticidade 

sináptica hipocampal (Kimura et al., 2016). É amplamente expresso em 
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todo o SNC, principalmente no hipocampo que é descrito como um 

importante sítio de ação do BDNF (Binder e Scharfman, 2004), 

exercendo os seus efeitos pró-sobrevivência ligando-se ao seu receptor 

TrkB e ativando as vias de sinalização envolvendo a fosfatidilinositol 3-

quinase (PI3K)/Akt, que conduz à ativação dos alvos pró-apoptóticos e 

da regulação da quinase por sinal extracelular, que resulta na 

fosforilação da proteína de ligação ao elemento de resposta AMPc 

(CREB) que induz a transcrição de vários genes associados com a 

sobrevivência neuronal (Brunet et al., 2001; Arthur et al., 2004).  

O efeito do BDNF vem sendo pesquisado em diversas doenças 

neurodegenerativas e neuropsiquiátricas, pois desempenha um papel 

fundamental na plasticidade neuronal, memória e modula os principais 

processos dependentes de estímulo externo, como: aprendizado, 

experiências e memórias (Frey et al., 2006). Implicações sugerem que a 

neurogênese prejudicada das células estaminais neurais, pode estar 

relacionada com a diminuição dos níveis de BDNF e que ele pode ser 

um potencial motivo para a regulação da neurogênese na meningite 

bacteriana (Lian et al., 2016). 

O NGF pertence à família de neurotrofinas e pode estimular o receptor 

TrkA e p75NTR. A estimulação destes receptores nos neurônios pode 

produzir efeitos opostos, nos quais a ativação de TrkA está associada à 

sobrevivência neuronal, enquanto que a ativação de p75NTR está 

implicada na apoptose neuronal (Frade et al., 1996; Nykjaer et al., 2004; 

Kimura et al., 2016). 

Na última década, avanços foram feitos no sentido de uma melhor 

compreensão das ações do NGF no sistema nervoso. O NGF é uma 

molécula neurotrófica que possui subconjuntos simpáticos e específicos 

de neurônios sensoriais e está presente no cérebro (Kritas et al., 2014). 

O acumulo de exsudados inflamatórios no cérebro é também mediada 

por NGF liberado a partir de células de tecidos residentes contendo a 

proteína armazenada (Ricci et al., 2010). É uma das primeiras 

neurotrofinas relacionadas ao desenvolvimento e manutenção de 

populações periféricas e neuronais centrais específicas (Kimura et al., 

2016).  

Esta neurotrofina medeia uma série de estados inflamatórios e 

autoimunes em conjunto com um acúmulo aumentado de mastócitos que 
parecem estar envolvidos em interações neuroimunes e inflamação 

tecidual (Ricci et al., 2010). O NGF pode desempenhar um papel 

importante na conversação entre células do sistema nervoso e do sistema 

imunitário, demonstrando a sua função não apenas no sistema nervoso. 
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Foi relatado que os mastócitos e o NGF têm capacidade para integrar 

respostas imunológicas neuro-endócrinas na fisiopatologia do SNC 

(Berry et al., 2012). 

 

1.7 ALTERAÇÕES DO NEURODESENVOLVIMENTO E AIM  

 

Evidências científicas suportam a hipótese de que as alterações nos 

níveis de expressão de citocinas durante o desenvolvimento precoce do 

cérebro estão associadas a transtornos psiquiátricos. Estudos 

epidemiológicos relataram que níveis elevados de TNF-α e IL-8 no soro 

materno são associados a maiores probabilidades de psicose na prole 

(Brown et al., 2004), enquanto que os níveis mais elevados de citocinas 

anti-inflamatórias maternas, IL-4, IL-5 e IL-13, estão associados com 

probabilidade diminuída de psicose (Abelli et al., 2010). Foi observado 

que após injeção de LPS em ratas prenhas, houve restrição do 

crescimento fetal, o qual foi avaliado por peso do feto diminuído, um 

menor comprimento da cabeça-nádega e atraso na ossificação 

esquelética (Kirsten et al., 2010). Além disso, houve aumento da morte 

celular, diminuição da proteína básica de mielina, diminuição do 

número de oligodendrócitos imaturos e seus precursores, indicando 

lesões da substância branca em ratos adultos jovens expostos ao LPS 

(Wang et al., 2009).  

Uma hipótese predominante é que os níveis alterados de expressão de 

moléculas inflamatórias no compartimento fetal em resposta à ativação 

imune podem interromper o desenvolvimento do cérebro e a 

conectividade neural, o que, por sua vez, pode ter efeitos em longo 

prazo sobre as funções mentais do indivíduo tardiamente na vida 

(Gavish et al., 1986; Knuesel et al., 2014).  

A exposição de células cerebrais à citocinas pode alterar as funções de 

neurotransmissores como serotonina (5-HT), dopamina e glutamato, o 

que por sua vez pode desencadear comportamento doentio, 

compreendendo alterações de apetite, fadiga, emoção, cognição, 

aprendizagem e memória (Wodarz et al., 1998; Soreni et al., 1999). 

Assim, é provável que as alterações das citocinas no contexto da 

infecção materna conduzam a efeitos a longo prazo sobre a função 

cerebral que aumentariam o risco de desordens psiquiátricas (Estes e 
Mcallister, 2016). 

Estudos têm demonstrado que a AIM é acompanhada de alterações 

nas citocinas cerebrais ao longo do desenvolvimento e na idade adulta 

da prole de uma maneira específica (Garay et al., 2013; Estes e 
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Mcallister, 2015). No córtex frontal e cingulado, as citocinas pró-

inflamatórias são encontradas aumentadas no momento do nascimento e 

na prole adulta de camundongos expostos a AIM (Garay et al., 2013). 

Alterações na morfologia cerebral, como reduzida espessura cortical, 

diminuição do hipocampo, córtex pré-frontal e estriado, aumento dos 

ventrículos, bem como, redução dos neurônios de Purkinje no cerebelo, 

são comumente observados em descendência de adultos esquizofrênicos 

e autistas (Shi et al., 2009; Piontkewitz et al., 2011; Patrich et al., 2016). 

Além disso, um estudo relatou redução da densidade de células 

dendríticas e proteínas sinápticas envolvidas na neurotransmissão de 5-

HT e dopamina, dois dos principais neurotransmissores envolvidos no 

sistema de recompensa, prazer e emoção (Coiro et al., 2015), que em 

partes são, regulados por citocinas tais como IL-1β e TNF-α (Luchicchi 

et al., 2016; Miller e Raison, 2016). Estas citocinas também 

demonstraram alteração na liberação de dopamina e 5-HT a partir de 

neurônios que podem estar na base das manifestações de perturbações 

psiquiátricas (Miller e Raison, 2016). A redução da neurotransmissão de 

5-HT e dopamina são comumente observadas nos cérebros da prole 

adulta exposta a AIM (Baharnoori et al., 2013; Depino, 2015).  

A sinalização do ácido gama-aminobutírico (GABA), um 

neurotransmissor envolvido no controle da atividade de neurônios 

altamente excitados, é encontrada reduzida no córtex pré-frontal 

mediano e no giro dentado ventral da prole exposta a AIM (Richetto et 

al., 2014; Canetta et al., 2016). Estas anormalidades cerebrais 

observadas na prole adulta podem ser um produto da ativação da 

resposta inflamatória associada às citocinas maternas (Scola e Duong, 

2017). 

Recentes pesquisas com humanos apoiam fortemente o papel das 

alterações inflamatórias na fisiopatologia dos distúrbios psiquiátricos 

como, alterações nos níveis de citocinas no sangue de indivíduos com 

esquizofrenia (Miller et al., 2011; Fillman et al., 2016), transtorno 

bipolar (Modabbernia et al., 2013) e autismo (Masi et al., 2015). As 

alterações que são encontradas partilhadas entre os distúrbios 

psiquiátricos incluem níveis aumentados de citocinas pró-inflamatórias 

como IL-6 e IL-1β (Mousa e Bakhiet, 2013). Evidência de alterações 

nos níveis de citocinas também é demonstrada em estudos com tecidos 
cerebrais humanos post-mortem obtidos de indivíduos esquizofrênicos 

(Scola e Duong, 2017).  

A ativação imunológica dentro do compartimento materno 

provavelmente influencia o desenvolvimento do SNC fetal por meio de 
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mediadores inflamatórios encontrados no sangue e líquido amniótico 

das mães de pacientes esquizofrênicos e autistas. A AIM de alguma 

forma induz alterações em múltiplas citocinas dentro do cérebro fetal em 

poucas horas (Meyer, 2014; Estes e Mcallister, 2015). Embora a AIM 

provoque inflamação na mãe, os perfis limitados de citocinas que foram 

avaliados no cérebro fetal não significam por si uma resposta 

inflamatória clássica (Harvey e Boksa, 2012; Estes e Mcallister, 2014).  

Várias citocinas maternas já foram identificadas como mediadores 

críticos da AIM em fenótipos relacionados às doenças em descendentes. 

A injeção de uma única citocina inflamatória IL-6, IL-17 ou IL-2 é 

suficiente para induzir vários comportamentos semelhantes à 

esquizofrenia e autismo na prole (Meyer, 2014; Choi et al., 2016). No 

entanto, pouco se sabe sobre como essas citocinas maternas alteram o 

desenvolvimento cerebral. Uma possibilidade é que a AIM leva a 

mudanças duradouras na expressão de moléculas imunes conhecidas por 

regular a conectividade e função neural na prole (Estes e Mcallister, 

2015). As alterações podem ser agudas, refletindo a natureza intensidade 

e duração da infecção, ou crônica por meio de mudanças epigenéticas 

que podem ser sinérgicas com outros fatores de risco em diferentes 

estágios de vida (Estes e Mcallister, 2016). 

Na verdade, os níveis de citocinas são alterados ao longo do 

desenvolvimento e na idade adulta no cérebro da prole com AIM (Garay 

et al., 2013; Estes e Mcallister, 2015). Estas citocinas são susceptíveis 

de regular a expressão de outras classes de moléculas imunes nos 

neurônios, incluindo as moléculas do complexo de histocompatibilidade 

principal de classe I (MHCI). No sistema imunológico, os níveis de 

MHCI são controlados por citocinas como um passo importante na 

resposta imune (Shatz, 2009). No cérebro saudável, o MHCI é 

encontrado nos neurônios, onde regula negativamente a formação de 

sinapses e a plasticidade sináptica necessária para a poda sináptica 

dependente da atividade (Glynn et al., 2011).  

Alterações na sinaptogênese e poda sináptica estão associadas com 

uma série de distúrbios do neurodesenvolvimento e existe a hipótese de 

que elas podem desempenhar um papel central na etiologia da 

esquizofrenia e do autismo (Tang et al., 2014; Sekar et al., 2016). A 

AIM causa alterações nos níveis de MHCI nos neurônios da prole 
neonatal (Coiro et al., 2015) e o aumento de MHCI no nascimento é 

necessário para a indução de déficit neuronal em recém-nascidos após 

AIM (Elmer et al., 2013). O MHCI é uma das várias proteínas imunes 

presentes na sinapse capazes de mediar as respostas frente a uma 
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infecção enquanto simultaneamente regulam a plasticidade dependente 

da atividade e a formação do circuito. Essas proteínas versáteis - defesa 

imunológica e estrutura da sinapse - são provavelmente as moléculas 

responsáveis por mudanças no desenvolvimento do cérebro em resposta 

à infecção materna (Voineagu e Eapen, 2013).  

Se as moléculas imunes atuam através de vias similares no cérebro e a 

mesma cascata intracelular está presente, o que permanece uma questão 

aberta, então é possível que a sinalização imune nos neurônios possa 

convergir sobre a proteína alvo da rapamicina em mamíferos (mTOR) 

(Caccamo et al., 2014). No sistema imunológico, a mTOR atua como 

um centro regulador que integra vias de sinalização intracelular - 

incluindo citocinas, fatores tróficos e proteínas sinápticas - muitas das 

quais estão alteradas no cérebro da prole exposta a AIM, bem como 

indivíduos com esquizofrenia, autismo, transtorno bipolar e Alzheimer 

(Caccamo et al., 2014; Sahin e Sur, 2015).  

O desequilíbrio da síntese de proteína através de alterações na via da 

mTOR tem sido implicada em várias formas monogênicas de autismo, 

assim como uma mutação no gene DISC-1 está relacionada com o 

desenvolvimento da esquizofrenia em modelos animais (Kim et al., 

2009; Sahin e Sur, 2015). A hiper ou hipoativação da sinalização da 

mTOR transmite alterações específicas da mutação na morfologia 

neuronal e na plasticidade sináptica, assim como a síntese de muitas 

proteínas sinápticas e receptores de glutamato, que são características 

comuns em prole expostas a AIM (Santini e Klann, 2014). 

 

1.8 ATIVAÇÃO IMUNE E ESQUIZOFRENIA  

 

A esquizofrenia é um transtorno psiquiátrico grave que afeta 1% 

população mundial e os pacientes vivem em média de 12 a 15 anos a 

menos de que o tempo médio de vida. O início da doença é geralmente 

no final da adolescência ou no início da idade adulta (Frohlich e Van 

Horn, 2014). Existem consistentes associações epidemiológicas entre a 

ativação imune materna e a esquizofrenia. Foram relatadas infecções 

com diversos agentes infecciosos maternos incluindo o vírus influenza, 

o Toxoplasma gondii, o vírus Herpes simplex tipo 2, e infecções 

bacterianas (Izadpanah et al., 2014). O aumento da expressão de 
citocinas, incluindo IL-6, TNF-α, IL-8 e níveis da proteína C reativa, 

durante a gravidez também está associado com um risco aumentado de 

esquizofrenia na prole (Sen et al., 2008).  
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A exposição pré-natal à infecção pode contribuir para alterações 

morfológicas do SNC, incluindo anormalidades ultrassonográficas como 

o alongamento do septo cavum pelúcido em pacientes com esquizofrenia 

e nos ventrículos intracranianos associados à exposição pré-natal ao 

citomegalovírus. Estudos revelaram diminuição volumétrica no córtex 

entorrinal e cingulado em adultos com esquizofrenia e que foi associada 

com a exposição fetal a elevados níveis de IL-8 (Torrey et al., 2012). A 

ativação glial a nível celular e molecular foi demonstrada, uma vez que 

achados revelaram alterações neuropatológicas na morfologia microglial 

e nos níveis de proteínas, incluindo o aumento da expressão dos 

marcadores microgliais CD68 e HLA-DR em pacientes com 

esquizofrenia em comparação com controles saudáveis (Schmidt-

Kastner et al., 2012) 

Os sistemas de neurotransmissores mais frequentemente implicados 

na patogênese da esquizofrenia são o dopaminérgico, glutamatérgico e o 

serotoninérgico (Steeds et al., 2015). A hipótese dopaminérgica 

responsável pelos sintomas positivos da esquizofrenia que incluem 

alucinações visuais, auditivas, delírios, discursos e comportamentos 

amplamente desorganizados ou catatônicos (Lau et al., 2013). Os 

indivíduos com esquizofrenia demonstraram ter uma função 

dopaminérgica anormal, com aumento da liberação de dopamina após 

administração de anfetaminas, elevação da dopamina sináptica e 

aumento da absorção do marcado de microglia 6-[(
18

)F]fluoro-L-dopa 

(Abi-Dargham et al., 2009; Howes et al., 2012). A teoria dopaminérgica 

fornece uma explicação para alguns dos sintomas delirantes positivos da 

psicose devido à transmissão dopaminérgica meso-límbica hiperativa 

(Kapur et al., 2005).  

O sistema serotoninérgico pode estar envolvido na formação de 

sintomas psicóticos. O suporte vem da observação de que alucinógenos 

como o LSD e a psilocibina são agonistas dos receptores 5-HT2A 

(Vollenweider e Geyer, 2001). Essas drogas induzem psicopatologias 

que incluem agitação, ansiedade, alucinações e ilusões visuais, que são 

semelhantes aos sintomas observados nos primeiros episódios psicóticos 

da doença (Fletcher e Honey, 2006). Além disso, estes fármacos 

interrompem a inibição de pré-pulso (IPP) através da estimulação direta 

dos receptores 5-HT2A (Quednow et al., 2012), levam a alterações das 
redes cerebrais envolvidas durante o repouso e o desempenho da tarefa 

ativa (Carhart-Harris et al., 2013), e conduzem ao aumento da liberação 

de glutamato (Muschamp et al., 2004), semelhante aos efeitos 

observados em pacientes com psicose. É interessante notar que o 
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bloqueio dos receptores 5-HT2A inibem os efeitos dos antagonistas dos 

receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), sugerindo que pelo menos 

alguns dos efeitos tipo psicose do antagonismo do receptor NMDA 

podem ser mediados através de mecanismos serotoninérgicos (Breese et 

al., 2002).  

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatório do SNC e é 

controlado pelos receptores NMDA, estes controlam a plasticidade 

sináptica e memória (Neill et al., 2010). Além do receptor NMDA, 

foram descritas outras duas classes de receptores de glutamato 

ionotrópico, o receptor ácido α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-

isoxazolepropriônico (AMPA) e o receptor de cainato. O aminoácido 

glicina é um co-agonista necessário para a ativação do NMDA (Thomas 

et al., 2017). Na maior parte das sinapses, o glutamato é o agonista 

liberado a partir do terminal pré-sináptico. Outros agonistas do local de 

ligação da glicina incluem D-serina e D-cicloserina. A ativação do local 

de ligação da glicina é necessária, mas não suficiente para a abertura do 

canal. É um local modulatório alostérico que regula o momento e a taxa 

de dessensibilização do canal (Frohlich e Van Horn, 2014).  

Dessa forma, a hipótese glutamatérgica é associada com os sintomas 

negativos, que incluem o isolamento social, apatia, anedonia e alogia. 

Além disso, um potencial mecanismo molecular que influência a 

cognição na esquizofrenia está relacionado com a via do metabolismo 

do glutamato (Jia et al., 2010). Os sintomas cognitivos envolvem 

distúrbios nas funções executivas, comprometimento da memória de 

trabalho e incapacidade de sustentar a atenção (Sen et al., 2008). 

Antagonistas de NMDA têm a capacidade de mimetizar o 

comprometimento cognitivo e os sintomas negativos da esquizofrenia 

(Coyle e Tsai, 2004; Neill et al., 2010). A hipótese evoluiu a partir de 

estudos envolvendo antagonistas de receptores NMDA, como a 

cetamina (CET) administrada a indivíduos saudáveis. Estudos 

demonstraram que a administração de CET mimetiza sintomas positivos 

e negativos da esquizofrenia (Adler et al., 1999), além de demonstrar 

aumentar o glutamato, indicando que a hipofunção do receptor 4 de 

NMDA e a transmissão anormal de glutamato podem estar associadas 

com a esquizofrenia (Stone et al., 2012),  

A CET é conhecida como um anestésico dissociativo (Corssen e 
Domino, 1966), com propriedades analgésicas, anestésicas e possíveis 

ações antidepressivas, ainda em investigação (Berman et al., 2000; 

Aroni et al., 2009; Niesters et al., 2012). A CET é utilizada 

internacionalmente como anestésico geral na medicina humana e 
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veterinária (Rowland et al., 2005). É reconhecida pela Organização 

Mundial da Saúde como um medicamento essencial para qualquer 

sistema de saúde básica (Organização Mundial da Saúde, 2011). 

Além dos fortes fatores de risco genético com estimativas de 

herdabilidade de 80%, fatores ambientais adversos durante o 

desenvolvimento e estágios peripuberais tem papéis fundamentais na 

etiologia da doença (Huang et al., 2008). Os medicamentos 

antipsicóticos são projetados para direcionar os sintomas positivos, 

entretanto, os sintomas negativos e cognitivos respondem mal ao 

tratamento (Buchanan et al., 1998). Problemas cognitivos, tais como 

déficits em áreas de funcionamento executivo, incluindo memória de 

trabalho e inibição, bem como memória e atenção, são uma 

característica central da esquizofrenia (Minzenberg et al., 2009). 

Os déficits cognitivos relacionam-se a uma qualidade de vida mais 

debilitante. Intervenções como terapias psicológicas, tratamento 

comunitário, treinamento de habilidades, remediação cognitiva e 

emprego apoiado estão atualmente disponíveis para indivíduos com 

esquizofrenia, embora estudos tenham mostrado que isso tem um efeito 

limitado na melhoria da qualidade de vida, funcionamento social ou 

cognitivo (Pilling et al., 2002). Os pacientes com esquizofrenia são 

avaliados em um a dois desvios padrão abaixo dos escores de controles 

saudáveis em termos de função cognitiva (Uggerby et al., 2011), e os 

sintomas cognitivos estão presentes em um nível mais alto em parentes 

biológicos não afetados em relação à população em geral, indicando 

uma contribuição genética para o prejuízo (Lewis et al., 2003). Como 

tal, um foco-chave na literatura tem sido a de olhar para potenciais vias 

genéticas para obter uma melhor compreensão dos mecanismos 

moleculares por trás da disfunção cognitiva na esquizofrenia (Jia et al., 

2010).  

Há evidências de que vários sistemas de neurotransmissores são 

afetados na prole adulta exposta à AIM. Alterações em sistemas 

dopaminérgicos têm sido amplamente relatadas, mas não são 

consistentes com relação a se eles relatam perda de neurônios 

dopaminérgicos, inervação dopaminérgica ao núcleo accumbens, 

estriado e córtex pré-frontal (Meyer et al., 2008; Romero et al., 2010) ou 

um aumento no número de neurônios dopaminérgicos e liberação de 
dopamina (Zuckerman et al., 2003). Alterações em sistemas 

glutamatérgicos também foram relatadas incluindo uma proporção 

aumentada de fluxo de receptor de AMPA para NMDA no hipocampo 

(Roumier et al., 2008), diminuição da expressão da subunidade do 
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receptor NMDA, NR1 (Meyer et al., 2008) e prejuízo da potencialização 

a longo prazo (LTP) hipocampal (Lante et al., 2008).  

Estudos tem sugerido que a exposição ao LPS pré-natal ou Poly I:C 

resultam na diminuição da 5-HT em várias regiões do cérebro (Fatemi et 

al., 2008; Wang et al., 2009). Os estudos funcionais são geralmente 

consistentes com o aumento da liberação de dopamina no estriado 

(Zuckerman et al., 2003), diminuição da transmissão glutamatérgica 

mediada por NMDA (Roumier et al., 2008) e diminuição da transmissão 

GABAérgica no hipocampo (Ducharme et al., 2012). Dados estes 

encontrados em modelos animais e que são consistentes com 

anormalidades encontradas em pacientes adultos com esquizofrenia (Da 

Silveira et al., 2017).  

 

1.9 JUSTIFICATIVA  

 

Estudos epidemiológicos têm demonstrado evidências de que a 

infecção pré-natal está associada com um aumento no risco para o 

desenvolvimento de vários transtornos psiquiátricos e neurológicos, 

sendo mais proeminente esquizofrenia, autismo e paralisia cerebral. 

Embora essas associações forneçam evidências de que a infecção pré-

natal pode contribuir para o desencadeamento destas doenças, elas não 

provam o nexo de causalidade. Modelos animais apontam evidencias 

que uma infecção pré-natal pode realmente causar alterações transitórias 

ou permanentes nas funções do SNC e que mecanismos levariam a essas 

alterações. 

Infecção com a consequente ativação imune materna é o foco do 

presente estudo utilizando modelo animal no intuito de compreender os 

mecanismos fisiopatológicos envolvidos no papel da resposta imune 

precoce na etiologia de alterações do desenvolvimento neurológico. 

Neste estudo hipotetizou-se que a ativação imune no período 

gestacional pode resultar em alterações no perfil inflamatório e 

exacerbar sintomas semelhantes à esquizofrenia na vida adulta da prole. 

 



56 

2. OBJETIVO 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar os efeitos da AIM em ratas Wistar prenhas e em seus fetos e 

avaliar os efeitos comportamentais da prole adulta de ratas Wistar 

induzidas ao LPS no período pré-natal.  

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Avaliar os níveis de IL-1β, IL-2, IL-5, IFN-γ, GM-CSF, IL-4, IL-6, 

IL-18, MIP-3a, TNF-α, IL-7, IL-10, MIP-1a e EPO em 6, 12 e 24 horas, 

no cérebro de fetos após indução de LPS nas ratas prenhas no 15º dia 

gestacional.  

• Avaliar os níveis de TBARS e grupamentos carbonil no líquido 

amniótico de ratas Wistar prenhas no 15º dia de gestação e no cérebro 

de fetos em 6, 12 e 24 horas após indução de LPS no período pré-natal. 

• Avaliar a atividade da SOD e CAT no líquido amniótico de ratas 

Wistar prenhas no 15º dia de gestação e no cérebro de fetos em 6, 12 e 

24 horas após indução de LPS no período pré-natal. 

• Avaliar a expressão da MPPs 2 e 9 através no líquido amniótico de 

ratas Wistar prenhas no 15º dia de gestação e no cérebro de fetos em 6, 

12 e 24 horas após indução de LPS no período pré-natal. 

• Avaliar a integridade da BHE no hipocampo, córtex cerebral de ratas 

Wistar prenhas no 15º dia de gestação em 6, 12 e 24 horas após indução 

de LPS no período pré-natal. 

• Avaliar a integridade da BP na placenta e cérebro de fetos em 6, 12 e 

24 horas após indução de LPS no período pré-natal.  

• Avaliar a memória de habituação e reconhecimento de objetos novos 

na vida adulta da prole de ratas prenha submetidas a injeção de LPS no 

15º dia de gestação, e submetidas ao modelo animal de esquizofrenia 

induzido por CET. 

• Avaliar a atividade locomotora na vida adulta da prole de ratas prenha 

expostas ao LPS no 15º dia de gestação, e submetidas ao modelo animal 

de esquizofrenia induzido por CET. 
• Avaliar a inibição por pré-pulso do reflexo de sobressalto na vida 

adulta da prole de ratas prenha expostas ao LPS no 15º dia de gestação, 

e submetidas ao modelo animal de esquizofrenia induzido por CET.  
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• Avaliar os níveis de BDNF e NGF no hipocampo e córtex cerebral da 

prole adulta de ratas prenhas expostos ao LPS e submetidos ao modelo 

animal de esquizofrenia induzido por CET. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 LOCAL DE REALIZAÇÃO DA PESQUISA  

 

A pesquisa foi realizada no Laboratório de Microbiologia 

Experimental, Laboratório de Neurociências e Laboratório de 

Fisiopatologia Experimental da Universidade do Extremo Sul 

Catarinense (UNESC), Laboratório de Fisiopatologia Clínica e 

Experimental da Universidade do Sul de Santa Catarina (UNISUL), SC, 

Brasil e no Centro de Psiquiatria Translacional, The University of Texas 

Medical School at Houston (UTHealth), TX, USA. 

 
3.2 ANIMAIS  

 

Foram incluídos no estudo um total de 466 ratos Wistar. Desses, 178 

eram fêmeas prenhas (com peso corporal de 250 a 300 g) e seus 

respectivos fetos e 288 machos adultos da prole dessas ratas para os 

testes comportamentais, todos provenientes do Biotério da UNESC, 

onde permaneceram alojados em local fresco e arejado em um ciclo de 

12 h claro/escuro, a uma temperatura de 23 °C +/- 1 °C, com alimento e 

água sempre disponíveis.  

O projeto foi aprovado no Comitê de Ética no Uso de Animais da 

UNESC, protocolos de aprovação 114/2013-2 e 066/2016-1 em anexo.  

 

3.3 PREPARAÇÃO E EXPOSIÇÃO AO LPS 

 

Esfregaços vaginais diários foram coletados para monitorar o ciclo 

estral das fêmeas, que passaram por um período de 24 horas de 

acasalamento. A presença de espermatozóide tomada na manhã seguinte 

representou o zero (0) dia de gestação. O peso das ratas foi obtido para 

confirmar a gravidez.  

No 15º dia gestacional as ratas receberam uma injeção intraperitoneal 

(i.p) de LPS (Escherichia coli 05: B55) (LPS; 0,25 mg/kg; Sigma, St. 

Louis, MO), diluído em 1 mg/ml de solução salina tamponada com 

fosfato (PBS), e o mesmo volume equivalente de PBS foi injetado nos 
animais do grupo controle (Oskvig et al., 2012). Os animais foram 

monitorados diariamente após a injeção de LPS para verificação de 

sinais de hemorragia vaginal, perda de peso ou comportamento doentio, 

como, aumento da temperatura e imobilidade. 
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3.4 MODELO ANIMAL DE ESQUIZOFRENIA 

 

 Um modelo consistente na literatura utilizado em modelo animal de 

esquizofrenia é o de cloridrato de CET. Esse é um anestésico 

dissociativo que afeta a atividade glutamatérgica através do bloqueio do 

receptor NMDA e é amplamente aceito para mimetizar uma condição 

humana de psicopatologia associada com o grupo de alterações da 

esquizofrenia (Steeds et al., 2015). 

 A CET (Vetaset®) foi administrada na vida adulta dos animais 

durante sete dias precedentes aos testes comportamentais, uma vez ao 

dia, nas doses de 5, 15 e 25 mg/kg via i.p, preparada em solução salina 

estéril no volume de 1 ml/kg de peso corporal (Zugno et al., 2013). No 

último dia de tratamento a CET foi administrada 30 minutos antes dos 

testes comportamentais. As doses foram administradas conforme o 

respectivo peso de cada animal.  

 

3.5 MODELO EXPERIMENTAL  

 

3.5.1 Protocolo experimental para as análises imunoquímicas 

 
Ratas Wistar prenhas no 15º dia de gestação foram divididas em dois 

grupos experimentais: grupo LPS e grupo controle. As ratas foram 

anestesiadas com cloridrato de CET (6,6 mg/kg) e cloridrato de xilazina 

(0,3 mg/kg) e submetidas a uma incisão abdominal para a retirada dos 

fetos em 6, 12 e 24 h após a administração de LPS (Oskvig et al., 2012).  

Após a remoção dos fetos, os mesmos foram decapitados e os cérebros 

retirados para as análises dos níveis de IL-1β, IL-2, IL-5, IFN-γ, GM-

CSF, IL-4, IL-6, IL-18, MIP-3a, TNF-α, IL-7, IL-10, MIP-1a e EPO. 

Cada tempo de morte teve ambos os grupos experimentais com um 

número de 12 ratas para cada tempo (6 animais LPS e 6 animais 

controle), totalizando 36 ratas. 

Para outro desenho experimental novas ratas prenhas foram utilizadas, 

divididas nos mesmos tempos acima descritos. O líquido amniótico e o 

cérebro dos fetos foram removidos para dosagens dos níveis de medida 

de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), grupamentos 
carbonil, atividade da atividade da SOD, catalase (CAT) e expressão da 

MMPs 2 e 9 em 6, 12 e 24 h após a injeção. Com um número de 12 ratas 

para cada tempo de investigação, totalizando 36 ratas.  
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Para avaliação da BHE e BP ratas prenhas foram mortas também nos 

mesmos tempos e grupos acima descritos, com um número de 12 ratas 

por tempo, totalizando 36 ratas. As ratas foram decapitadas e o 

hipocampo e córtex cerebral removidos para avaliação da integridade da 

BHE. A placenta e o cérebro dos fetos foram retirados após incisão 

abdominal para a avaliação da integridade da BP (figura 2).  

 

Figura 2. Representação do tempo de indução do LPS, morte dos animais e 

retirada das estruturas para as análises imunoquímicas. 

 

3.5.2 Protocolo experimental para os testes comportamentais  

 

Para os testes comportamentais foram utilizadas 35 ratas prenhas no 

15º dia de gestação para o grupo LPS e 35 ratas prenhas para o grupo 

controle (PBS), (o número de ratas por grupo para a realização do 

experimento foi uma estimativa de acordo com a média encontrada na 

literatura de que cada ninhada tem de 4 a 5 ratos machos). Após a 

injeção de LPS ou PBS, por via i.p, as ratas retornaram para suas caixas 

moradias onde permaneceram até o nascimento das ninhadas (entre o 

21º a 22º dia de gestação). Após o nascimento as ratas permaneceram 

com os filhotes até o desmame, realizado no 21º dia pós-natal, quando 

os ratos machos foram separados e isolados das fêmeas e permaneceram 

até o 53º dia pós-nascimento. Todos os ratos machos das ninhadas foram 

utilizados para os testes comportamentais.  

Ao completarem 53 dias de vida, a prole proveniente das ratas foi 

submetida ao modelo animal experimental de esquizofrenia e 

subdivididas em oito grupos experimentais, os animais provenientes das 

ratas controle foram divididos em: controle/salina, controle/CET 5 
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mg/kg, controle/CET 15 mg/kg, controle/CET 25 mg/kg. Os animais 

provenientes das ratas LPS foram divididos em: LPS/salina, LPS/CET 5 

mg/kg, LPS/CET 15 mg/kg e LPS/CET 25 mg/kg (n = 12 animais por 

grupo). Após sete dias de tratamento (53º ao 59º), os animais realizaram 

os testes comportamentais de habituação ao campo aberto e 

reconhecimento de objeto novos (n = 96 para a realização dos dois 

testes), atividade locomotora (n = 96 animais) e teste de IPP do reflexo 

de sobressalto (n = 96 animais). Totalizando 288 animais para a 

realização dos quatros testes comportamentais. 

Após os testes comportamentais os animais foram mortos por 

decapitação e seis animais por grupo foram escolhidos aleatoriamente e 

o hipocampo e córtex cerebral foram removidos para as dosagens de 

BDNF e NGF (figura 3).  

 

Figura 3. Representação do tempo de indução do LPS, tempo de tratamento e a 

realização dos testes comportamentais. 

 

3.6 IMUNOQUÍMICA 

 

3.6.1 Análise das citocinas  
 

Os níveis de citocinas foram avaliados utilizando kits de imune ensaio 

fluorescente multiplex (Bio-Plex Pro™ Rat Cytokine 24-Plex Assay). A 

plataforma xMAP baseou-se nas regras utilizadas na fluorescência e nos 

pares de anticorpos. Trata-se de reagentes sensíveis, específicos e 

amplamente utilizados, obtidos por numerosos fabricantes e os dados 

recolhidos utilizando kit multiplex xMAP são amplamente referenciados 
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na literatura em estudos nos quais múltiplas proteínas são analisadas 

simultaneamente. Os extratos celulares totais do cérebro foram 

homogeneizados em tampão de diluição de lise de acordo com as 

instruções do fabricante, seguido de centrifugação a 4 ºC durante 10 min 

a 10.000 rpm. Inicialmente, alíquota de 50 μl da amostra foi transferida 

para os poços da placa que foi lavada 2 vezes e adicionado 100 μl de 

tampão de ensaio a cada poço. Após, foram adicionados 50 μl de padrão 

ou controle em cada poço. A placa foi incubada em um agitador de 

placas (850 rpm) no escuro à temperatura ambiente (TA) durante 60 

min. A placa foi então colocada no separador magnético e incubada 

durante 60 s. O sobrenadante foi cuidadosamente removido de cada 

poço por inversão manual. As placas foram lavadas 3 vezes e adicionado 

100 μl de tampão de bloqueio em cada poço para assegurar a ausência 

de quaisquer anticorpos indesejáveis ou não especificamente ligados. 

Após este protocolo, foi adicionado 25 μl de um anticorpo de detecção a 

cada poço. A incubação foi novamente conduzida no escuro e a TA em 

um agitador de placas (850 rpm) durante 30 min, e a lavagem foi 

realizada como anteriormente descrito. Finalmente, foram adicionados 

50 μl de estreptavidina a cada poço. A placa foi incubada em um 

agitador de placas (850 rpm) no escuro a TA durante 10 min. O 

sobrenadante foi cuidadosamente removido por inversão manual, e a 

lavagem foi realizada como anteriormente descrito. Adicionou-se 125 μl 

de tampão de lavagem a cada poço e colocou-se a placa sobre um 

agitador durante aproximadamente 30 s para se conseguir uma agitação 

leve das amostras. As amostras foram feitas em duplicata utilizando um 

sistema Bio-Plex (Bio-Plex 200 Systems, BioRad, Hercules, CA) e a 

análise dos dados foi conduzida no Bio-Plex Manager 4.0 utilizando um 

modelo de regressão logística de 5 parâmetros. 

 

3.6.2 Avaliação dos níveis de TBARS, grupamentos carbonil de 

proteínas e atividade de SOD e CAT 
 

Medida de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS): 

Como indício de peroxidação lipídica foi medido níveis de TBARS 

durante uma reação ácida aquecida como previamente descrito (Draper e 

Hadley, 1990). Brevemente, as amostras obtidas foram misturadas com 
1 ml de ácido tricloroacético 10% e 1ml de ácido tiobarbitúrico, fervidas 

por 15 minutos e após a quantidade de TBARS foi determinada pela 

absorbância em 535 nm. 
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Medida do dano oxidativo em proteínas do grupo carbonila: O dano 

oxidativo em proteínas foi determinado pela medida de grupos carbonila 

conforme previamente descrito (Levine et al., 1990). Brevemente, as 

amostras obtidas foram precipitadas e as proteínas dissolvidas com 

dinitrofenilidrazina. Os grupos carbonila foram medidos pela 

absorbância em 370 nm. 

Atividade da superóxido dismutase (SOD) e catalase (CAT): a 

atividade da CAT foi determinada medindo a taxa de decaimento da 

absorbância do peróxido de hidrogênio em 240 nm conforme 

previamente descrito (Aebi, 1984; Bannister e Calabrese, 1987). A 

atividade da SOD foi determinada pela inibição da auto-oxidação da 

adrenalina medida espectrofotometricamente, conforme previamente 

descrito (Lissi et al., 1995).  

 

3.6.3 Avaliação das MPPs 2 e 9 

 

Para executar as o Western blotting, as amostras foram primeiro 

homogeneizadas em tampão Laemmli (62,5 mM Tris-HCl, pH 6,8, 1% 

(p/v) de SDS, 10% (v/v) de glicerol). As concentrações de proteínas 

foram analisadas pelo método de Lowry (1951), e utilizadas para 

normalizar a quantidade de proteína, foi utilizado 30 μg para a 

eletroforese em gel monodimensional de dodecil sulfato de sódio-

poliacrilamida (SDS-PAGE) em um sistema descontínuo usando gel 10-

15%. As proteínas separadas foram, em seguida, transferidas para 

membranas de nitrocelulose utilizando tampão contento Tris 20 

mmol/L, glicina 150 mmol/L, metanol 20% (v/v), SDS 0,02% (p/v) (pH 

8,2) em uma unidade de transferência Bio-Rad resfriada. A carga de 

proteína e a eficiência da transferência foram verificadas com coloração 

Ponceau S. Após, os sítios de proteínas inespecíficos foram bloqueados 

por uma hora de incubação com solução bloqueadora (5% albumina) em 

tampão Tris salina 0,1% (p/v), tween-20. Posteriormente, as membranas 

foram incubadas durante a noite a 4 °C com o anticorpo para MMP-2 

(Abcam - 86607) e MMP-9 (Abcam - 137867). Após a incubação, o 

anticorpo primário foi removido e as membranas foram lavadas quatro 

vezes durante 15 min. Após a lavagem, os anticorpos secundários 

conjugados com peroxidase (diluição 1:2500) foram aplicados à 
membrana e uma incubação por 2 h à temperatura ambiente foi realizada 

e as membranas foram lavadas novamente. As bandas imunorreativas 

foram detectadas através de fotodocumentador (ChemiDoc™ XRS - 

Bio-Rad) utilizando-se kit de quimioluminescência SuperSignal West 
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Pico (Carr et al.). A quantificação das bandas foi avaliada utilizando-se 

o Software Image Lab (Bio-Rad). Seguidamente, a membrana foi 

submetida ao processo de ‘stripping’ e incubada com um anticorpo 

contra β-Actina (sigma - A2228) na presença de 5% de leite. Após a 

lavagem, os anticorpos secundários conjugados com peroxidase 

(diluição 1:10000) foram aplicados à membrana e uma incubação por 1 

hora à temperatura ambiente foi realizada e as membranas lavadas 

novamente. Finalmente, as bandas imunorreativas foram detectadas 

através de fotodocumentador (ChemiDoc™ XRS-Bio-Rad) utilizando-

se kit de quimioluminescência SuperSignal West Pico (Carr et al.). A 

densitometria das bandas foi avaliada utilizando-se o Software Image 

Lab (Bio-Rad). SeeBlue® Plus2 Prestained Standard (Invitrogen) foi 

utilizado como um marcador de peso molecular para certificar-se de que 

as faixas corretas foram analisadas para MMP-2 e MMP-9. 

 

3.6.4 Integridade da BHE e BP  
 

A integridade da BHE e da BP foi avaliada através de extravasamento 

do corante azul de Evans (Smith e Hall, 1996) em 6, 12 e 24 h após 

indução do LPS em ratas prenhas no 15º dia de gestação. O corante azul 

de Evan’s a 2% foi dissolvido em solução salina de cloreto de sódio a 

0,85% e injetado 1 ml via intravenosa de azul de Evans, 1 h antes dos 

animais serem mortos (Weiss et al., 2009). Os animais foram 

anestesiados e decapitados, o hipocampo e córtex cerebral foram 

removidos e uma incisão abdominal foi realizada para a retirada da 

placenta e dos fetos (Weiss et al., 2009). Em seguida as amostras foram 

homogeneizadas em ácido tricloroacético (TCA) 50% (pH 7,4) e 

centrifugadas em 10.000 rpm a 4 ºC durante 20 minutos, o corante 

extraído foi diluído com etanol (1:3), e determinada a sua fluorescência 

(excitação em 620 nm e emissão a 680 nm) com um espectrofotômetro 

de luminescência (Hitachi 650-40, Tóquio, Japão). O teor de azul de 

Evan’s no tecido foi quantificado a partir de uma linha padrão linear 

derivada de quantidades conhecidas do corante e expressa por grama de 

tecido (Smith e Hall, 1996). 

 

3.6.5 Avaliação dos níveis de BDNF e NGF 
 

Os níveis de BDNF e NGF foram medidos por ensaio 

imunoenzimático, utilizando-se kits comerciais de acordo com as 

instruções do fabricante (NGF e BDNF de Chemicon, EUA). 
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Resumidamente, fatias de cérebro foram homogeneizadas em PBS com 

1 mM de flúor fenilmetilsulfonil (PMSF) e etileno glicol 1mM bis (2-

aminoetil éter)-N, N, N'N' ácido tetraacético (EGTA). Placas de 

microtitulação (96 poços de fundo plano) foram revestidas por 24 h com 

as amostras diluídas 1:2 em diluente de amostra. Então, as placas foram 

lavadas quatro vezes com diluentes amostras. Anticorpo monoclonal de 

coelho anti-BDNF e anticorpo monoclonal de coelho anti-NGF diluído 

1:1000 em diluente de amostra foram incubadas por 3 h em temperatura 

ambiente. Após a lavagem, uma segunda incubação com anti-coelho 

conjugado 1:1000 do anticorpo peroxidase diluída para 1 h em 

temperatura ambiente foi realizado. Após a adição de estreptavidina-

enzima-substrato, e a quantidade de BDNF e NGF foi determinada para 

absorbância de 450 nm. A curva padrão demonstrou uma relação direta 

entre a densidade óptica (DO) e concentração de BDNF e NGF. A 

proteína total foi medida pelo método de Lowry (1951) usando soro 

albumina bovina como padrão (Lowry et al., 1951). 

 

3.7 TESTES COMPORTAMENTAIS  

 

3.7.1 Habituação ao Campo Aberto 

 

O teste comportamental de habituação ao campo aberto foi realizado 

em um aparato com 40 x 60 cm rodeado por paredes de 50 cm de altura 

sendo 3 paredes de madeira e uma de vidro transparente. O piso do 

campo aberto foi dividido em 9 retângulos iguais por linhas pretas 

(figura 4). Os animais foram cuidadosamente colocados no quadrante 

traseiro esquerdo, e deixados explorar o campo por 5 min (sessão de 

treino). Imediatamente após isso, os animais foram levados de volta para 

a sua gaiola, e 24 h mais tarde foram novamente submetidos a uma 

sessão de campo aberto semelhante (sessão de teste). Cruzamento das 

linhas pretas e levantamentos realizados em ambas as sessões foram 

contados. A diminuição do número de cruzamentos e levantamentos 

entre as duas sessões foi tomado como uma medida da retenção de 

habituação (Vianna et al., 2000).  
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Figura 4. Teste comportamental de Habituação ao campo aberto. Fonte 

Laboratório de Microbiologia Experimental/UNESC. Figura desenvolvida por 

Allan Collodel, 2017. 

 

 

3.7.2 Reconhecimento de objetos novos 

 

No primeiro dia foi realizado o treino, onde o animal é colocado 

cuidadosamente no quadrado do canto posterior esquerdo do aparelho, 

no qual explorará o ambiente por 5 minutos (figura 5). O primeiro dia 

serve como habituação do animal. No segundo dia o animal foi 

recolocado no aparato, no qual estavam dois objetos iguais, o objeto A e 

objeto B (forma, tamanho e cor), contou-se o tempo que o animal 

explorou cada objeto (A e B) (De Lima et al., 2005). No dia seguinte (24 

h após) o mesmo procedimento é realizado, porém é trocado o objeto B 

pelo objeto C (diferente do objeto A), conta-se o tempo de exploração 

de cada objeto. Este teste avalia a memória de longa duração. 
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Figura 5. Teste comportamental de reconhecimento de objetos novos. Fonte 

Laboratório de Microbiologia Experimental/UNESC. Figura desenvolvida por 

Allan Collodel, 2017. 

 

3.7.3 Atividade Locomotora  

 
A análise da atividade locomotora foi realizada em uma caixa com 50 

x 25 x 50 cm de dimensão. Os animais foram submetidos 

individualmente à exploração durante o período de 15 minutos e a 

atividade locomotora foi avaliada automaticamente através do uso de 

uma caixa de atividade locomotora (Insight equipamentos para 

laboratório, Ribeirão Preto, SP), que monitorada a distância percorrida 

(cm) pelo animal, dividindo o tempo total de avaliação em blocos de 5 

minutos (figura 6) (De Oliveira et al., 2009; Canever et al., 2010). 

 

 

Figura 6. Teste comportamental de atividade locomotora. Fonte Laboratório de 

Microbiologia Experimental/UNESC. Figura desenvolvida por Allan Collodel, 

2017. 
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3.7.4 Inibição por pré-pulso do reflexo de sobressalto 

 

A quantificação da IPP do reflexo de sobressalto foi realizada com 

base no protocolo descrito por Levin et al. (2011). Foi utilizada uma 

caixa de medida de sobressalto com vedação sonora (Insight) (figura 7). 

O protocolo foi composto por 60 testes pseudo-randomizados, divididos 

em seis categorias distintas, apresentados com um intervalo de 20 

segundos: 1) 20 apresentações de pulso sozinho (P), com uma 

intensidade de 120 dB por 50 ms; 2) 8 apresentações de cada 

intensidade de pré-pulso (PP) sozinho, intensidades de 65, 70 e 75 dB, 

com 3000 Hz de frequência por 20 ms; 3) 10 apresentações de cada 

intensidade de PP + P, com um intervalo de 50 ms (Levin et al., 2011).  

A integridade do filtro sensório-motor de humanos e de modelos 

animais é verificado através do teste de IPP do reflexo de sobressalto 

(SS). O reflexo SS é uma resposta motora estereotipada frente a 

estímulos repentinos e intensos (Swerdlow e Geyer, 1998). No 

fenômeno de IPP, a diminuição da resposta ao pulso (P), estímulo 

repentino e intenso, ocorre quando esse é precedido de um PP, estímulo 

menos intenso. Assim, o IPP reflete a ação protetora do filtro sensório-

motor contra interferências: o estímulo mais fraco não só desencadeia o 

seu processamento, como também é capaz de suprimir o processamento 

de um estímulo mais forte subsequente (Graham, 1975). O resultado 

indica a porcentagem de IPP, avaliando assim as funções sensório-

motoras dos animais (Hoffman e Ison, 1980; Weiss e Feldon, 2001). 
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Figura 7. Teste comportamental de IPP do reflexo de sobressalto. Fonte 

Laboratório de Microbiologia Experimental/UNESC. Figura desenvolvida por 

Allan Collodel, 2017. 

 

3.8 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 
Para as análises de citocinas, TBARS, grupamentos carbonil, 

atividade da SOD e CAT, MMPS 2 e 9, BHE e BP os dados foram 

apresentados como média ± erro padrão da média (EPM) e a 

comparações entre os grupos foram realizadas utilizando o teste t de 

Student independente. Para os testes comportamentais de habituação ao 

campo aberto, atividade locomotora, IPP e níveis de BDNF e NGF os 

dados foram apresentados como média ± EPM e analisados por teste de 

variância (ANOVA) de duas vias, seguido de teste post hoc Tukey. Para 

as comparações entre as sessões treino e teste na tarefa de habituação ao 

campo aberto foi utilizado o teste t para amostras pareadas. Para o teste 

comportamental de reconhecimento de objetos novos os resultados estão 

expressos em mediana e intervalo interquartil e as comparações foram 

realizadas utilizando o teste U de Mann-Whitney. As comparações intra-

grupo foram realizadas utilizando o teste de Wilcoxon. Em todas as 

comparações, p<0,05 foi considerado significativamente estatístico. 

Todas as análises foram realizadas utilizando o programa Statistical 

Package for the Social Science (SPSS) versão 20.0.  
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4. RESULTADOS 

 

Na figura 8, demonstra-se os níveis de IL no cérebro de fetos expostos 

a AIM no 15º dia de gestação. Os animais foram avaliados em 6, 12 e 24 

h após injeção de LPS ou PBS nas ratas prenhas. Em 6 e 24 h houve um 

aumento de IL-1β (p<0,05, p<0,01, respectivamente, figura 8A), IL-2 

(p<0,05, p<0,01, respectivamente, figura 8B) e IL-5 (p<0,05, p<0,001, 

respectivamente, figura 8C). Os níveis de IL-4 diminuíram em 12 h 

(p<0,01) e aumentaram em 24 h (p<0,001) no grupo LPS (figura 8D). 

Os níveis de IL-6 foram aumentados em 12 h (p<0,05) e 24 h (p<0,001) 

após a injeção de LPS (figura 8E). Os níveis de IL-7 (p<0,001, figura 

8F) e IL-10 (p<0,001, figura 8G) apresentaram aumento apenas em 24 h 

nos grupos LPS quando comparados ao grupo controle. Houve um 

aumento dos níveis de IL-18 (figura 8H) em 6 (p<0,05) e 24 h (p<0,001) 

e uma diminuição em 12 h no grupo LPS (p<0,01). 
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Figura 8. Níveis de IL no cérebro de fetos expostos a AIM. As ILs foram 

avaliadas em 6, 12 e 24 h após injeção de LPS ou PBS no 15º dia de gestação. 

IL-1β (A), IL-2 (B), IL-5 (C), IL-4 (D), IL-6 (E), IL-7 (F), IL-10 (G) e IL-18 

(H). Os valores foram expressos com a média ± EPM (n=6) e os grupos foram 

comparados utilizando teste t de Student pareado. *p<0,05 quando comparado 

ao grupo controle. 
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Na figura 9, avaliou-se os níveis de TNF-α, IFN-γ, GM-CSF, MIP-1a, 

MIP-3a, e EPO no cérebro de fetos expostos a AIM no 15º dia de 

gestação. Os animais foram avaliados em 6, 12 e 24 h após injeção de 

LPS ou PBS nas ratas prenhas (figura 9). Em 6 e 24 h houve um 

aumento de IFN-γ (p<0,05, p<0,01, respectivamente, figura 9A) e GM-

CSF (p<0,05, p<0,001, respectivamente, figura 9B) no grupo LPS 

quando comparado ao grupo controle. Houve um aumento dos níveis de 

MIP-3a (figura 9C) em 6 (p<0,05) e 24 h (p<0,001) e uma diminuição 

em 12 h no grupo LPS (p<0,05). Na figura 9D, os níveis de TNF-α 

(p<0,01), MIP-1a (p<0,001, figura 9E) e EPO (p<0,01, figura 9F) 

apresentaram aumento apenas em 24 h nos grupos LPS quando 

comparados ao grupo controle. 
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Figura 9. Níveis de citocinas no cérebro de fetos expostos a AIM. As citocinas 

foram avaliadas em 6, 12 e 24 h após injeção de LPS ou PBS no 15º dia de 

gestação. IFN-γ (A), GM-CSF (B), MIP-3a (C), TNF-α (D), MIP-1a (E) e EPO 

(F). Os valores foram expressos com a média ± EPM (n=6) e os grupos foram 

comparados utilizando teste t de Student pareado. *p<0,05 quando comparado 

ao grupo controle. 
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A figura 10 demonstra os níveis de TBARS, grupamentos carbonil e 

atividade da SOD e CAT no líquido amniótico de ratas Wistar prenhas 

submetidas à injeção de LPS ou PBS no 15º dia de gestação. Os níveis 

de TBARS foram aumentados em 12 e 24 h após a injeção de LPS 

quando comparado com o grupo controle (p<0,05 e p<0,001, 

respectivamente, figura 10A). Os níveis de grupamentos carbonil 

aumentaram apenas em 12 h após a injeção de LPS (p<0,05, figura 

10B). A atividade da SOD foi aumentada em 6, 12 e 24 h no grupo LPS 

quando comparado ao grupo controle (p<0,001, p<0,01 e p<0,01, 

respectivamente, figura 10C) e a atividade da CAT foi aumentada 

apenas em 12 h no grupo LPS (p<0,05, figura 10D) quando comparada 

com o grupo controle. 
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Figura 10. Níveis de malondialdeído (MDA), grupamentos carbonil e atividade da 

superóxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) no líquido amniótico de ratas Wistar 

prenhas no 15º dia de gestação em 6, 12 e 24 após a injeção de LPS ou PBS. Os níveis de 

MDA (A), grupamentos carbonil (B), SOD (C) e CAT (D) foram expressos como média 

± EPM (n=6) e os grupos foram comparados utilizando teste t de Student pareado. 

*p<0,05 quando comparado ao grupo controle. 
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A figura 11 ilustra os níveis de TBARS, grupamentos carbonil e 

atividade da SOD e CAT no cérebro de fetos submetidos à AIM no 15º 

dia de gestação. Os níveis de TBARS (figura 11A) e grupamentos 

carbonil (figura 11B) foram aumentados em 24 h no grupo LPS (p<0,01, 

p<0,05, respectivamente). A atividade da SOD (figura 11C) e CAT 

(figura 11D) foram aumentadas em 12 h no grupo LPS (p<0,001, 

p<0,05, respectivamente). 

6 horas 12 horas 24 horas
0.0000

0.0002

0.0004

0.0006

0.0008

Controle

LPS

*

A

M
D

A
 E

q
u
iv

a
le

n
te

s

[n
m

o
l/
m

g
 d

e
 p

ro
te

ín
a
]

6 horas 12 horas 24 horas
0.000

0.002

0.004

0.006

0.008

Controle

LPS

*

B

C
a
rb

o
n
ila

ç
ã
o
 d

e
 P

ro
te

ín
a

[n
m

o
l/
m

g
 d

e
 p

ro
te

ín
a
]

6 horas 12 horas 24 horas
0.000

0.005

0.010

0.015

Controle

LPS
*

C

A
ti
vi

d
a
d
e
 d

a
 S

O
D

[U
/m

g
 d

e
 p

ro
te

ín
a
]

6 horas 12 horas 24 horas
0.00

0.02

0.04

0.06

Controle

LPS

*

D

A
ti
vi

d
a
d
e
 d

a
 C

A
T

[U
/m

g
 d

e
 p

ro
te

ín
a
]

 

Figura 11. Níveis de malondialdeído (MDA), grupamentos carbonil e atividade 

da superóxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) no cérebro de fetos expostos a 

AIM. MDA (A), grupamentos carbonil (B), SOD (C) e CAT (D) foram 

avaliados em 6, 12 e 24 h após injeção de LPS ou PBS no 15º dia de gestação. 

Os dados foram expressos como média ± EPM (n=6) e os grupos foram 

comparados utilizando teste t de Student pareado. *p<0,05 quando comparado 

ao grupo controle. 
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Na figura 12, avaliou-se a expressão de MMPs 2 e 9 no líquido 

amniótico de ratas Wistar prenhas submetidas à injeção de LPS ou PBS 

no 15º dia de gestação. A MMP 2 foi aumentada em 12 e 24 h (p<0,05, 

p<0,05, respectivamente, figura 12A). No entanto, a expressão de MMP 

9 foi aumentada apenas em 6 h no grupo LPS quando comparado ao 

grupo controle (p<0,01, figura 12B).  

A 

 
B 

 
Figura 12. Avaliação da expressão de metaloproteinases de matriz (MMPs) 2 e 

9 no líquido amniótico (A e B) de ratas Wistar prenhas. Os dados foram 

avaliados em 6, 12 e 24 h após injeção de LPS ou PBS no 15º dia de gestação. 

Os dados foram expressos como média ± EPM (n=6) e os grupos foram 

comparados utilizando teste t de Student pareado. *p<0,05 quando comparado 

ao grupo controle. 
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A figura 13 demonstra a expressão de MMPs 2 e 9 no cérebro de fetos 

submetidos à AIM no 15º dia de gestação. MMP 2 foi aumentada 

somente em 12 h (p<0,01, figura 13A) e a expressão de MMP 9 foi 

aumentada em 6 e 24 h (p<0,001, p<0,05, respectivamente, figura 13B) 

nos grupos LPS. 
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Figura 13. Avaliação da expressão de metaloproteinases de matriz (MMPs) 2 e 

9 no cérebro de fetos (A e B) expostos a AIM. Os dados foram avaliados em 6, 

12 e 24 h após injeção de LPS ou PBS no 15º dia de gestação. Os dados foram 

relatados como média ± EPM (n=6) e os grupos foram comparados utilizando 

teste t de Student pareado. *p<0,05 quando comparado ao grupo controle. 
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A integridade de BHE foi avaliada no hipocampo e córtex cerebral e a 

integridade de BP na placenta e no cérebro de fetos de ratas Wistar 

prenhas após injeção de LPS ou PBS no 15º dia de gestação, figura 14. 

Houve dano na integridade da BHE no hipocampo em 6 (p<0,05), 12 

(p<0,01) e 24 h (p<0,05) (figura 14A) e no córtex cerebral em 6 

(p<0,05), 12 (p<0,01) e 24 h (p<0,01) (figura 14B). O dano na 

integridade da BP na placenta ocorreu em 6 h no grupo LPS quando 

comparado com o grupo controle (p<0,01, figura 14C). Enquanto no 

cérebro dos fetos houve disfunção em 6 e 24 h após a infecção de LPS 

(p<0,05, p<0,05, respectivamente, figura 14D). 
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Figura 14. Integridade da BHE no hipocampo (A), córtex cerebral (B) e 

integridade da barreira placentária na placenta (C) e no cérebro de fetos (D) de 

ratas Wistar prenhas em 6, 12 e 24 h após injeção de LPS ou PBS no 15º dia de 

gestação. Os dados foram expressos como média ± EPM (n=6) e os grupos 

foram comparados utilizando teste t de Student pareado. *p<0,05 quando 

comparado ao grupo controle. 



79 

Sessenta dias após o nascimento, já em vida adulta, a prole de ratas 

exposta e não expostas a AIM no período gestacional foi submetida aos 

testes comportamentais. No teste de habituação ao campo aberto (figura 

15), avaliou-se os efeitos do LPS no período pré-natal e da 

administração de CET na idade adulta. A administração de LPS durante 

o período pré-natal não teve efeito no número de cruzamentos (p=0,36) 

e de levantamentos (p=0,11). No entanto, a administração de CET 

apresentou efeito no número de cruzamentos e levantamentos (p<0,001). 

A ANOVA de duas vias não mostrou interação entre LPS e CET no 

número de cruzamento (p=0,08) e levantamentos (p=0,92). Na sessão 

teste, houve uma redução significativa no número de cruzamentos e 

levantamentos nos grupos controle/salina e controle/CET 5 mg/kg 

quando comparado com a sessão treino (p<0,05), demonstrando 

memória de habituação nesses grupos. Entretanto, os grupos controle 

que receberam as doses de CET 15 e 25 mg/kg não apresentaram 

diferenças no número de cruzamentos e levantamentos entre as sessões 

treino e teste, demonstrando prejuízo de memória. Nos animais dos 

grupos LPS que receberam tratamento com salina e CET em todas as 

doses, não houve diferença entre as sessões treino e teste, demonstrando 

comprometimento da memória de habituação nesses grupos. 
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Figura 15. Teste comportamental de habituação ao campo aberto com ratos Wistar 

submetidos à AIM no período pré-natal e exposto à administração de CET em 

diferentes doses 5, 15 e 25 mg/kg na vida adulta. Os dados foram expressos como 

média ± EPM e relatados por ANOVA de duas vias seguido de testes post hoc de 

Tukey (n=12). Para as comparações entre as sessões treino e teste na tarefa de 

habituação ao campo aberto foi utilizado o teste t de Student para amostras 

pareadas. *p<0,05 quando comparado com a sessão treino. 
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No teste de reconhecimento de objetos, figura 16, observou-se uma 

diferença significativa na exploração dos novos objetos nos grupos 

controle/salina (p<0,01) e controle/CET 5 mg/Kg (p<0,05) entres as 

sessões treino e teste, demonstrando memória de reconhecimento nesses 

grupos. No entanto, os grupos controle que receberam as doses de CET 

15 e 25 mg/kg não apresentaram diferença no índice de reconhecimento 

de novos objetos. Nos ratos dos grupos LPS que receberam tratamento 

com salina e CET em todas as doses, não houve diferença entre as 

sessões treino e teste, demonstrando prejuízo de memória de 

reconhecimento nesses grupos.  
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Figura 16. Teste comportamental de reconhecimento de objetos com ratos 

Wistar submetidos à AIM no período pré-natal e exposto à administração de 

CET em diferentes doses 5, 15 e 25 mg/kg na vida adulta. Os resultados estão 

expressos em mediana e intervalo interquartil e as comparações foram 

realizadas utilizando um teste U de Mann-Whitney. As comparações intra-grupo 

foram realizadas utilizando os testes de Wilcoxon (n=12). *p<0,05 quando 

comparado com a sessão treino. 

 

A figura 17 demonstra que a administração de LPS durante o período 

pré-natal não teve efeitos sobre a atividade locomotora (p=0,15). No 

entanto, a administração da dose de CET 25 mg/kg aumentou a distância 

percorrida pelos ratos tanto no grupo controle quanto nos animais que 

receberam injeção de LPS no período pré-natal (p<0,001). A ANOVA 

de duas vias não mostrou diferença na interação de CET versus LPS 

(p=0,125). 
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Figura 17. Teste de atividade locomotora com ratos Wistar submetidos à AIM 

no período pré-natal e exposto à administração de CET em diferentes doses 5, 

15 e 25 mg/kg na vida adulta. Os dados foram expressos como média ± EPM e 

avaliados por ANOVA de duas vias seguido de testes post hoc de Tukey (n=12) 

*p<0,05 quando comparado com o grupo controle/salina. 

 

No teste comportamental de IPP do reflexo de sobressalto, observou-

se que a administração de LPS e CET tiveram efeito na IPP (p<0,001). 

Houve uma interação entre LPS e CET em 65 (p<0,05) e 70 dB 

(p<0,05). Entretanto, não houve interação em 75 dB (p=0,87). O grupo 

LPS mais CET 25 mg/kg mostrou uma diminuição da IPP na 

intensidade de 65 dB quando comparado ao grupo controle/salina. O 

grupo LPS 15 mg/kg e o grupo controle e LPS que receberam CET 25 

mg/kg diminuíram a IPP na intensidade de 70 dB quando comparado ao 

grupo controle/salina. Nos grupos controle expostos a CET 15 e 25 

mg/kg houve uma diminuição do IPP em comparação com o grupo 

controlo/salina na intensidade de 75 dB. Nos grupos LPS que receberam 

CET 15 e 25 mg/kg houve uma diminuição do IPP comparado com os 

grupos controle/salina e LPS/salina, figura 18. 

 



82 

65 dB 70 dB 75 dB

-20

0

20

40

60

80

Controle/salina

Controle/cet 5 mg/kg

Controle/cet 15 mg/kg

Controle/cet 25 mg/kg

LPS/salina

LPS/cet 5 mg/kg

LPS/cet 15 mg/kg

LPS/cet 25 mg/kg

* *

*/# */#*

*

*

*

P
e

rc
e

n
tu

a
l 

d
a

 m
é

d
ia

 d
e

  
IP

P

Figura 18. Teste comportamental de IPP do reflexo de sobressalto com ratos 

Wistar submetidos à AIM no período pré-natal e exposto à administração de CET 

em diferentes doses 5, 15 e 25 mg/kg na vida adulta. Os dados foram expressos 

como média ± EPM e avaliados por ANOVA de duas vias seguido de testes post 

hoc de Tukey (n=12). *p<0,05 quando comparados ao grupo controle/salina. 
#
p<0,05 quando comparado com o grupo LPS/salina. 

 

Na figura 19, observou-se o efeito do LPS no hipocampo (p<0,01), da 

CET (p<0,01), bem como o efeito na interação de LPS versus CET 

(p<0,01) nos níveis de BDNF. As doses de CET 15 e 25 mg/kg 

aumentaram os níveis de BDNF no grupo LPS quando comparado com 

controle/salina, LPS/salina e seus respectivos controles de dose de CET. 

No córtex pré-frontal não houve efeito para LPS (p=0,12) e CET 

(p=0,07), mas houve interação para LPS versus CET (p<0,001). No 

grupo LPS/CET 15 mg/kg e LPS/CET 25 mg/kg houve uma diminuição 

dos níveis de BDNF em comparação com grupo LPS/salina e 

controle/CET 15 e 25 mg/kg (figura 19A). 

No hipocampo a ANOVA de duas vias mostrou efeitos para LPS 

(p<0,01), mas não para CET (p=0,06) e houve interação entre LPS 

versus CET (p<0,05). No LPS/CET 25 mg/kg os níveis de NGF foram 

aumentados em comparação com controle/salina e controle/CET 25 

mg/kg. No córtex pré-frontal não houve efeito para LPS (p=0,63) e CET 

(p=0,57) e a ANOVA de duas vias não mostrou interação para CET 

versus LPS (p=0,39), figura 19B. 
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Figura 19. Efeitos da AIM nos níveis de BDNF e NGF no hipocampo e córtex 

pré-frontal da prole com 60 dias de vida, após administração de CET nas doses 

de 5, 15 e 25 mg/kg. O BDNF (A) e o NGF (B) foram expressos como média ± 

EPM e avaliados por ANOVA de duas vias seguido do teste de post-hoc de 

Tukey (n = 12). *p<0,05 quando comparado com o grupo controle/salina. 
#
p<0,05 quando comparado com o grupo LPS/salina. 

&
 p<0,05 quando 

comparado com os grupos controle/CET 15 mg/kg e 25 mg/kg. 
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5. DISCUSSÃO 

 
A exposição pré-natal ao LPS provoca lesões comportamentais e 

neuroquímicas tanto à mãe quanto na prole durante a gestação (Wang et 

al., 2006; Fortier et al., 2007; Romero et al., 2007; Kirsten et al., 2010). 

Foi sugerido que os efeitos da exposição materna ao LPS no cérebro 

fetal em desenvolvimento são mediados pela indução de citocinas na 

circulação ou na placenta materna (Ashdown et al., 2006). Vários 

pesquisadores relataram que o LPS também afeta a atividade do SNC 

levando ao comportamento doentio em roedores, como diminuição na 

atividade exploratória, no comportamento social, digestivo, sexual, 

anedonia, na aprendizagem e funções cognitivas (Larson e Dunn, 2001; 

Kirsten et al., 2010; Zhu et al., 2014). O LPS no período pré-natal pode 

também induzir aborto espontâneo e reabsorção embrionária (Parent e 

Meaney, 2008).  

No presente estudo foi demonstrado os efeitos da AIM com o modelo 

de LPS onde a endotoxina bacteriana foi administrada em ratas prenhas 

no 15º dia gestacional, o que se aproxima do segundo trimestre da 

gestação humana (Meyer et al., 2009). Foram avaliados níveis de 

citocinas pró e anti-inflamatórias, parâmetros de estresse oxidativo, 

expressão de MMPs 2 e 9, integridade da BHE e BP. Além disso, foi 

avaliado memória de habituação e reconhecimento de objetos novos, 

atividade locomotora e IPP do reflexo de sobressalto na prole de AIM 

exposta ao modelo animal de esquizofrenia por CET na vida adulta.  

O sistema imune inato é responsável por muitos dos sintomas de 

doenças relacionadas à inflamação ou infecção sistêmica (Rivest, 2003). 

A administração de LPS durante o período gestacional é capaz de 

influenciar a resposta inflamatória de células no cérebro dos fetos 

(Kirsten et al., 2010). Esta resposta inflamatória foi igualmente 

observada no presente estudo, em que os níveis de IL-1β, IL-2, IL-5, 

IFN-γ, GM-CSF, IL-4, IL-6, IL-18, MIP-3a, TNF-α, IL-7, IL-10, MIP-

1a e EPO encontraram-se alterados no cérebro dos fetos em 6, 12 e 24 h 

após a injeção de LPS.  

Esses resultados vão de encontro aos observados em estudo de Oskvig 

et al. (2013) onde se verificou o aumento dos níveis de citocinas pró-
inflamatórias no soro materno, no líquido amniótico e no cérebro fetal 

após o tratamento materno com LPS no 15º dia gestacional. Além disso, 

os autores também observaram que o perfil da indução inflamatória era 

idêntico nestes três compartimentos com a única diferença sendo a 
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magnitude de indução. A maior resposta inflamatória esteve presente no 

soro materno seguido de diminuição progressiva da magnitude no 

líquido amniótico e no cérebro fetal. As sucessivas reduções de 

magnitude de citocinas do soro ao cérebro podem ser indicativas da 

presença de barreiras protetoras materno-fetal que filtram a passagem 

completa de citocinas, de modo que uma fração de citocinas está 

passando do soro para líquido amniótico e para cérebro, as citocinas 

aumentadas no cérebro fetal não são derivadas do feto, mas 

provavelmente transferidas para o cérebro fetal a partir do soro materno, 

do líquido amniótico e da placenta. A falta de resposta imune fetal pode 

ser explicada pela imaturidade da célula imune do cérebro e da célula 

microglial no início da gestação (Oskvig et al., 2012). 

O modelo de AIM foi estabelecido para testar a hipótese de que a 

ativação do sistema imunológico materno, especificamente as citocinas 

pró-inflamatórias, altera permanentemente o desenvolvimento do 

cérebro fetal e aumenta o risco de distúrbios do neurodesenvolvimento 

(Meyer et al., 2005). Os mecanismos a jusante pelos quais as citocinas 

pró-inflamatórias no ambiente fetal perturbam o desenvolvimento 

cerebral permanecem desconhecidos. Entretanto, o bloqueio das ações 

de citocinas específicas tais como a IL-6 ou a IL-1β impedem alterações 

comportamentais e fisiológicas induzidas pela AIM nos descendentes de 

roedores (Girard et al., 2010).  

O desenvolvimento do feto depende da transferência placentária de 

nutrientes, incluindo o oxigênio e a glicose, através da membrana 

epitelial transportadora para a circulação capilar fetal (Desforges e 

Sibley, 2010). A natureza do insulto transmitido ao feto pela AIM pode 

estar associada com hipóxia, oxidação, estresse e morte celular. A 

atividade histopatológica e a atividade de estresse oxidativo (Paintlia et 

al., 2008) na placenta após AIM podem interromper a transferência 

materno-placentária de nutrientes para o feto levando à hipóxia fetal 

transitória. Carpentier et al. (2011) mostraram evidências consistentes de 

redução de oxigênio para o cérebro fetal após a administração materna 

de LPS no 12º dia gestacional em ratos (Carpentier et al., 2011).  

No presente estudo foi demonstrado aumento no dano a lipídios, 

grupamentos carbonil e aumento da SOD e CAT no líquido amniótico e 

cérebro dos fetos horas após a injeção de LPS. Níveis de grupamentos 
carbonil também foram encontrados aumentados em pacientes com 

esquizofrenia (Young et al., 2007). A regulação de genes associados 

com estresse celular, hipóxia e genes pró-apoptóticos sugerem um 

cenário plausível em que o LPS materno resulta em privação de 
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oxigêniom ao feto, levando a uma ameaça transitória para a viabilidade 

celular (Oskvig et al., 2012).  

As citocinas são elementos essenciais para respostas apropriadas nos 

SNC e periférico. Alguns fatores de transcrição, tais como NF-κB, 

controlam a produção de citocinas e regulam a expressão de mediadores 

oxidativos, como COX e NO
•
 (Leza et al., 2015). Embora o estresse 

oxidativo possa ser gerado por danos celulares induzidos pela 

inflamação, pode também ser produzido por outros estímulos, como o 

metabolismo da dopamina, disfunção mitocondrial e tabagismo 

envolvidos na esquizofrenia (Bitanihirwe e Woo, 2011; Nathan e 

Cunningham-Bussel, 2013; Zugno et al., 2013). Zugno et al. (2014) 

demonstraram um aumento no dano lipídico e nos níveis de 

grupamentos carbonil no estriado, hipocampo e córtex pré-frontal e um 

aumento da atividade da SOD no córtex pré-frontal em ratos adultos 

submetidos ao modelo animal de esquizofrenia induzido por CET (25 

mg/kg) (Zugno et al., 2014a).  

Estudo de Zhao et al. (2008) mostrou que a exposição materna a duas 

doses de LPS no 8º dia gestacional resultou em peroxidação lipídica e 

depleção de glutationa no fígado materno e na placenta, e aumentou a 

produção de NO
• 

no soro materno e no líquido amniótico de ratas 

prenhas. Além disso, a exposição materna ao LPS induziu o início da 

produção de nitração de proteína como uma imunoreatividade 

generalizada por nitrotirosina na placenta de ratas prenhas (Zhao et al., 

2008). Demonstrou-se que os ERO estão envolvidas na morte fetal 

induzida por LPS, restrição de crescimento fetal e parto prematuro (Xu 

et al., 2007). 

A resposta imune materna, a produção de citocinas e quimiocinas e a 

migração de leucócitos representam a primeira linha de defesa à 

infecção materna. NO
•
, O2

•– 
e H2O2 podem levar à formação de ONOO, 

que é um forte oxidante que exerce efeitos citotóxicos sobre as células 

endoteliais (Klein et al., 2006), aumenta a permeabilidade da BHE 

(Mayhan, 2000), induz a peroxidação lipídica, danos mitocondriais e 

ativação das MMPs (Leppert et al., 2001). As MMPs agem sobre as 

MEC, aumentando a permeabilidade da BHE, degradando as proteínas 

da mielina e aumentando o fluxo de leucócitos do sangue para o líquido 

da coluna vertebral (Hsieh et al., 2010).  
As citocinas induzem a produção de MMPs através de proto-

oncogenes da família c-fos e c-fun que se ligam a vários elementos 

promotores de genes, tais como a proteína ativadora-14 (Leppert et al., 

2001). A resposta inflamatória gerada por LPS induz a expressão de 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhao%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18281254
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MMPs 2 e 9. Além disso, também demonstrou-se que a MMPs 2 e 9 

induzem a degradação da BHE através da sua afinidade com o substrato 

para uma variedade de componentes presentes na MEC (Roomi et al., 

2017). Estes achados estão de acordo com os resultados do presente 

estudo que demonstra um aumento das MMPs 2 e 9 no líquido 

amniótico e no cérebro de fetos ao mesmo tempo em que houve quebra 

da BHE no hipocampo e córtex de ratas prenhas, bem como a quebra da 

BP na placenta e no cérebro dos fetos após injeção de LPS no 15º 

gestacional de ratas.  

A BP e a BHE selecionam a entrada de sangue periférico ao feto e ao 

cérebro, respectivamente. Sabe-se que os patógenos maternos 

transmitidos pelo sangue que chegam à circulação útero-placentária e 

aos espaços intervilares podem atingir o feto através dos capilares 

vilosos. A migração do corante azul de Evan’s no sangue periférico é 

possível devido à ruptura de junções apertadas de células endoteliais de 

placenta e capilares vilosos (Yarlagadda et al., 2015). Singh et al. (2012) 

verificaram que a livre migração do corante na presença de HIV-1 do 

útero para o embrião e do sangue para o cérebro indicou que Nef é 

realmente responsável pela quebra da BP, bem como pelo aumento da 

permeabilidade da placenta e da BHE. Além disso, observou-se também 

que a proteína Nef de HIV recombinante injetada por via intravenosa em 

ratas prenhas no 14º dia de gestação, estava presente em vestígios no 

útero, placenta, membrana amniótica, líquido amniótico e embrião. Isto 

demonstra claramente que Nef aumenta a permeabilidade placentária 

possivelmente rompendo as junções apertadas de células endoteliais de 

capilares vilosos e facilita a migração de substâncias para o interior da 

placenta (Singh et al., 2012).  

A própria BHE segrega citocinas, prostaglandinas, ERO (Fabry et al., 

1993) e, devido à sua natureza, essas substâncias podem ser enviadas ao 

SNC ou para o sangue (Verma et al., 2006). A neuroinflamação está 

associada a uma maior permeabilidade da BHE a uma lesão cerebral 

(Candelario-Jalil et al., 2007).  

Estudos ilustram que o comprometimento comportamental e cognitivo 

na vida tardia da prole de mães expostas a AIM, seja por LPS ou Poly 

I:C, está relacionado à ativação de citocinas (Meyer et al., 2008; Garay 

et al., 2013), as quais alteram processos neuroquímicos e causam 
mudanças morfológicas. Como a maioria das citocinas pró-inflamatórias 

compromete a neurogênese e, sabendo-se que a AIM aumenta a 

liberação destas, em especial IL-1β, IL-6 e TNF-α, é possível que a 

elevação destes marcadores na vida jovem-adulta da prole desencadeie 
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prejuízos neurogênicos e, consequentemente, alterações 

comportamentais (Gonzalez-Perez et al., 2012). Outra provável causa de 

déficits na neurogênese é a desregulação dos sistemas de 

neurotransmissores, principalmente GABAérgico, glutamatérgico, 

dopaminérgico e serotoninérgico, os quais são interrompidos pela AIM 

(Boksa, 2010). Em resumo, estes sistemas desempenham papéis críticos 

para a regulação neurogênica no cérebro adulto, além de estarem 

diretamente relacionados à fisiopatologia dos transtornos psiquiátricos 

(Balu e Lucki, 2009). Assim, o comprometimento em algum destes 

sistemas afeta os processos neuroquímicos e comportamentais, além de 

prejudicar negativamente a neurogênese (Bovetti et al., 2011). 

Os indivíduos com esquizofrenia apresentam alterações cognitivas 

antes e imediatamente após um surto psicótico e podem representar um 

marcador de traço para o início do transtorno (Zaytseva et al., 2015). 

Estudos da literatura relacionaram alterações cognitivas com disfunções 

dos receptores NMDA. Uma redução das subunidades de receptores de 

N-metil-D-aspartato (NMDAR1s) em ratos geneticamente modificados 

diminuiu funções sociais e cognitivas (Zugno et al., 2014b). Além disso, 

a administração crônica de CET tem sido associada a uma diminuição 

da memória mesmo após o término do tratamento (Chatterjee et al., 

2011). 

Estes dados corroboram com os resultados encontrados neste estudo, 

em que animais submetidos a AIM e expostos à CET na vida adulta 

demonstraram déficits de memória de trabalho, habituação e 

reconhecimento. Comprometimento cognitivo, como déficits de atenção, 

função executiva, memória de trabalho (curto prazo) e na memória de 

longo prazo, são sintomas centrais em pacientes com esquizofrenia 

(Elissalde et al., 2011). Entre elas, o comprometimento da aprendizagem 

e da memória são conhecidos como sendo particularmente severos e são 

sugeridos como principais determinantes em pacientes esquizofrênicos 

com alterações no funcionamento social e ocupacional (Chatterjee et al., 

2011). 

A lesão de memória episódica está presente na maioria dos pacientes 

com esquizofrenia, juntamente com disfunção executiva (Lesh et al., 

2011) e representa uma marca registrada do comprometimento 

cognitivo. A memória episódica envolve as regiões pré-frontal, medial 
temporal e parietal cuja alteração está implicada na fisiopatologia da 

esquizofrenia, com déficits ocorrendo durante as fases de codificação e 

recuperação, tanto em tarefas visuais como verbais (Francis et al., 2016).  
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Devido a uma forte relação entre os desafios do LPS pré-natal e a 

manifestação de distúrbios neuropsiquiátricos, como a esquizofrenia 

(Zhu et al., 2014), o autismo (Pang et al., 2016) e a ansiedade (Walker et 

al., 2009), buscou-se avaliar alterações comportamentais e identificar 

consequências neuropsiquiátricas na fase pré-natal de exposição ao LPS 

e na vida adulta ratos. 

Os resultados do presente estudo demonstraram que a CET (25 mg/kg) 

aumentou a atividade locomotora na prole de ratos que não foram 

expostos ao LPS. A hiperlocomoção é um sintoma positivo 

característico da esquizofrenia (Zugno et al., 2013). Similares a esses 

resultados, demonstrou-se que os ratos adultos expostos ao modelo 

farmacológico induzido por CET 25 mg/kg durante sete dias 

apresentaram um aumento na distância percorrida no teste de atividade 

locomotora (Canever et al., 2010; Ghedim et al., 2012). 

A injeção de LPS no período pré-natal não alterou a atividade 

locomotora na vida adulta, contudo, a administração de CET na dose de 

25 mg/kg durante 7 dias induziu hiperlocomoção. Zhu et al. (2014) 

injetaram LPS intra-hipocampo em ratos no 7º dia pós-natal e, 

semelhante aos resultados encontrados, não observaram diferença na 

atividade locomotora na idade adulta (Zhu et al., 2014).  

Outros estudos mostram que a exposição pré-natal ao LPS foi capaz 

de reduzir a atividade locomotora em roedores (Kirsten et al., 2010; 

Enayati et al., 2012; Al-Amin et al., 2016). A injeção de LPS em 

roedores no período pré-natal pode ser responsável pela redução 

induzida por CET na atividade locomotora na vida adulta. 

Anteriormente, foi demonstrado que a injeção de LPS em 3 e 7 dias pós-

natal leva a alterações nos receptores de neurotransmissores 

monoaminérgicos (dopamina e 5-HT) e receptores canabinóides no 

cérebro de ratos adultos (Zavitsanou et al., 2013). Além disso, Tishkina 

et al. (2016) mostraram que filhotes machos de ratas que receberam LPS 

(50 μg/kg) exibiram sintomas semelhantes à ansiedade no 32º dia pós-

natal, mas não a 101º dia pós-natal. A ativação imunológica durante o 

desenvolvimento, incluindo os estágios pré e pós-natal, pode contribuir 

para a manifestação de sintomas esquizofrênicos no início da idade 

adulta (Tishkina et al., 2016).  

Meyer et al. (2009) sugerem que alterações nos sistemas de 
neurotransmissores, incluindo glutamato, GABA, 5-HT e dopamina nos 

circuitos neuronais, podem ser responsáveis por mudanças 

comportamentais após a AIM (Meyer et al., 2009). De fato, mudanças 

dinâmicas no sistema dopaminérgico nas áreas estriatal e do 
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mesencéfalo após a AIM no início da gestação, estão relacionadas às 

alterações na atividade locomotora em camundongos jovem-adultos 

(Vuillermot et al., 2010). No entanto, ainda não está claro se estas 

mudanças na atividade locomotora também são causadas pelo 

processamento interrompido em circuitos do córtex pré-frontal medial 

(Meyer et al., 2009). É sabido que essa região cerebral está envolvida 

nas respostas comportamentais, contudo, anormalidades induzidas pela 

AIM também envolvem áreas estriadais e límbicas (Piontkewitz et al., 

2012).  

O teste de IPP do reflexo de sobressalto é uma medida comumente 

usada como estimulo sensório-motor e é determinada pela medição da 

capacidade de um pré-estímulo fraco reduzir a resposta de sobressalto a 

um estímulo acústico alto (Braff et al., 2001). Indivíduos com 

esquizofrenia mostraram-se consistentemente com déficits de IPP, 

mostrando uma inibição reduzida de sobressalto na presença do PP 

(Braff et al., 2001; Ludewig et al., 2003; Meincke et al., 2004). Esse 

déficit é considerado como subjacente aos déficits de atenção sustentada 

e à incapacidade de filtrar automaticamente, ou portar, pensamentos 

irrelevantes e estímulos sensoriais que ocorrem na esquizofrenia (Braff 

et al., 2001).  

A IPP está relacionada a sintomas de esquizofrenia, tais como 

distúrbio de pensamento e distração. Em estudo foi demonstrado que 25 

mg/kg de CET alteraram este parâmetro (Zugno et al., 2017). Uma 

provável explicação para estes efeitos é sugerida por evidências em que 

a CET, um antagonista de receptores NMDA, leva à perda de IPP 

provavelmente devido a alterações nas estruturas do sistema límbico, 

como a amígdala e o hipocampo. Acredita-se que estes receptores são 

expressos em interneurônios GABAérgicos, e o bloqueio destes 

receptores desencadeia uma interrupção da inibição da atividade 

neuronal nestas regiões (Neill et al., 2010).  

Estes dados estão de acordo com os resultados encontrados nesse 

estudo, em que os animais que não receberam LPS no período 

gestacional e foram expostos a CET 25 mg/kg durante 7 dias, 

demonstraram déficits de IPP nas intensidades de 70 e 75 dB e os 

animais que receberam CET 15 mg/kg durante os 7 dias demonstram 

déficits de IPP somente no maior estímulo de 75 dB.  
No presente estudo foi demonstrado ainda que animais expostos ao 

LPS no período pré-natal, não revelaram alterações na IPP. Contudo, a 

administração de LPS e CET mostraram efeito na IPP. Os animais 

expostos ao LPS que receberam CET 25 mg/kg mostraram uma 
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diminuição da IPP na intensidade de 65, 70 e 75 dB, e os animais 

expostos ao LPS que receberam CET 15 mg/kg mostraram uma 

diminuição da IPP na intensidade de 70 e 75. Semelhante a esses 

achados, um estudo de Dickerson e Bilkey (2013) demonstrou que 

animais expostos a AIM não apresentaram resultados com diferença 

significativa no IPP em comparação com o grupo controle, contudo 

houve uma redução significativa na sincronia de longo alcance no grupo 

de AIM comparado com o grupo controle. A presença de sincronia de 

longo alcance reduzida nos animais de AIM sugere, no entanto, que os 

processos de sincronia podem ser mais sensíveis à ativação imune do 

que a IPP (Dickerson e Bilkey, 2013).  

Sabe-se que os fatores neurotróficos são importantes moléculas 

sinalizadoras durante estágios do neurodesenvolvimento, incluindo 

proliferação, diferenciação e migração cerebral, além de manterem a 

saúde neuronal e a manutenção sináptica até a idade adulta 

(Rybakowski, 2008). Dentre as neurotrofinas, o BDNF potencializa o 

desenvolvimento placentário e desempenha importante papel na 

diferenciação, proliferação e sobrevivência de citotrofoblastos na fase de 

desenvolvimento cerebral (Kawamura et al., 2011). Já o NGF está 

associado com a atividade funcional das células que inclui os sistemas 

imune e endócrino e atua como um mediador inflamatório (Berry et al., 

2012). Juntos, o BDNF e NGF estão envolvidos na regulação da 

angiogênese (Jiang et al., 2011; Jadhao et al., 2012), atuando no 

desenvolvimento e manutenção das funções do SNC e SNP (Dhobale, 

2014). Desse modo, alterações nos níveis de neurotrofinas podem 

produzir efeitos duradouros sobre os processos neurotróficos que 

influenciam a maturação neuronal e a plasticidade na vida tardia 

(Vicario-Abejon et al., 2002). Além disso, fatores estressores durante a 

gestação, como a infecção materna, podem causar modificações nos 

níveis de neurotrofinas e predispor o aparecimento de transtornos 

psiquiátricos na prole adulta (Malaeb e Dammann, 2009). 

Sendo este um estudo em que ratas prenhas foram expostas a AIM por 

LPS, tornou-se relevante investigar os níveis cerebrais de neurotrofinas 

na prole adulta. Os resultados encontrados mostram que a AIM durante 

a gestação influência o desenvolvimento do sistema imunológico da 

prole, um efeito que persiste até a idade adulta. Especificamente, a prole 
de ratas expostas ao LPS e induzidas ao modelo de CET nas doses de 15 

e 25 mg/kg tiveram aumento dos níveis de BDNF e NGF no hipocampo.  

De modo geral, estes achados propõem, ao menos em parte, que a 

AIM foi capaz de alterar os fatores neurotróficos na vida tardia da prole 



92 

após exposição, interferindo possivelmente, nos processos neurogênicos, 

uma vez que a expressão de BDNF no hipocampo está correlacionada 

com a neurogênese (Xia et al., 2014). 

Está bem consolidado na literatura que a exposição pré-natal à 

infecção se caracteriza como um fator de risco para transtornos 

neurodesenvolvimentais. No entanto, os reais mecanismos pelos quais a 

infecção materna atua no cérebro em desenvolvimento para induzir tais 

distúrbios precisam ser elucidados (Dammann et al., 2002). Estudos 

utilizando modelos experimentais de AIM, em especial LPS e a Poly I:C 

sugerem que as citocinas produzidas pela mãe atuam como prováveis

mediadores do desenvolvimento anormal do cérebro, levando a 

mudanças comportamentais em longo prazo, bem como alterações 

neuroquímicas na prole adulta (Monji et al., 2009). Além disso, 

evidências indicam a presença de interações entre citocinas pró-

inflamatórias e neurotrofinas no SNC, uma vez que a AIM altera ambos 

BDNF e NGF no cérebro em desenvolvimento (Gilmore et al., 2003; 

2005). Em síntese, tais achados também foram confirmados no presente 

estudo, onde a AIM alterou os níveis cerebrais de neurotrofinas na prole 

adulta no hipocampo. 

Embora a base neuroquímica que medeia as alterações 

comportamentais não seja totalmente elucidadas, é possível que AIM 

resulte em uma transmissão dopaminérgica e glutamatergica prejudicada 

(Da Silveira et al., 2017). Nesse sentido, a hiperlocomoção e IPP estão 

associadas a um aumento do sistema dopaminérgico e glutamatérgico, 

respectivamente. Foi demonstrado que a CET administrada de forma 

crônica mimetiza os principais déficits comportamentais da 

esquizofrenia, incluindo os sintomas positivos, negativos e cognitivos. 

Contudo, mais pesquisas são necessárias para especificar as 

semelhanças e distinções entre os mecanismos neurobiológicos 

subjacentes às consequências cognitivas e comportamentais da AIM. 
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6. CONCLUSÃO  

 

No presente estudo conclui-se que a AIM levou ao aumento da 

permeabilidade da BHE e BP, circulação de mediadores inflamatórios 

no cérebro dos fetos, tais como citocinas e ERO. E esta resposta imune 

no período pré-natal pode ser responsável pelas alterações 

comportamentais na vida adulta da prole induzida pela AIM. O presente 

estudo demonstrou que animais expostos a AIM no período pré-natal 

apresentaram comprometimento de memória quando administrado 

baixas doses de CET na vida adulta. Além disso, animais expostos a 

altas doses de CET apresentaram hiperlocomoção, bem como, 

comprometimento da IPP.  

É importante considerar que, embora muitos estudos demonstrem que 

a infecção pré-natal aumente o risco de transtornos psiquiátricos, são 

necessárias mais pesquisas para determinar se a AIM provoca alterações 

persistentes no cérebro e nas citocinas periféricas durante o 

desenvolvimento pós-natal ou na prole adulta. 
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