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Em um universo tao vasto e bonito, € saber sonhar
Entdo fazer valer a pena
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Nao é sobre chegar no topo do mundo e saber que venceu
E sobre escalar e sentir que o caminho te fortaleceu
E sobre ser abrigo e também ter morada em outros coragdes
E assim ter amigos contigo em todas as situacoes
A gente ndo pode ter tudo
Qual seria a graga do mundo se fosse assim?
Por isso eu prefiro sorrisos
E os presentes que a vida trouxe para perto de mim
Néo é sobre tudo que o seu dinheiro é capaz de comprar
E sim sobre cada momento, sorriso a se compartilhar
Também ndo é sobre correr contra 0 tempo pra ter sempre mais
Porque quando menos se espera, a vida ja ficou pra tras
Segura teu filho no colo
Sorria e abraga os teus pais enquanto estao aqui
Que a vida é trem bala, parceiro
E a gente é sO passageiro prestes a partir

Trem Bala
Ana Vilela






RESUMO

A infeccdo materna durante a gravidez resulta em altera¢cdes agudas ou
duradouras no contexto do desenvolvimento, estrutura e funcdo do
sistema nervoso central (SNC) do feto. Em modelos experimentais a
administracdo de lipopolissacarideo (LPS) é bem caracterizado e
amplamente aceito como uma infeccdo bacteriana, sendo esta uma
proteina altamente imunogénica que provoca uma resposta inflamatdria
no hospedeiro. O objetivo do estudo foi investigar os efeitos da injegdo
de LPS no 15° dia gestacional em ratas Wistar, em seus fetos e também
avaliar as alteragcbes comportamentais na prole exposta a diferentes
doses de cetamina (CET) na vida adulta. Foram utilizadas ratas Wistar
prenhas no 15° dia gestacional e o LPS ou solugdo salina tamponada
com fosfato (PBS) (grupo controle) foi administrado por via
intraperitoneal. Seis, 12 e 24 h ap06s a inje¢do, as ratas foram submetidas
a cirurgia para retirada das estruturas avaliadas. Os niveis de IL-1p, IL-
2, IL-5, IFN-y, GM-CSF, IL-4, IL-6, IL-18, MIP-3a, TNF-a, IL-7, IL-
10, MIP-1a e EPO foram aumentados no cérebro dos fetos. No liquido
amnidtico os niveis 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 niveis de TBARS e grupamentos carbonil aumentaram
somente em 24 h, a atividade da SOD e CAT somente em 12 h. Houve
um aumento na expressao de metaloproteinases de matriz 2 e 9 (MMPs
2 e 9) no liquido amnidtico e cérebro dos fetos que foram expostos a
injecdo de LPS. No hipocampo e cortex cerebral das ratas houve
disfungdo na integridade da barreira hematoencefélica (BHE) em 6, 12 ¢
24 h. Na barreira placentaria (BP) a disfuncdo ocorreu em 6 he 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 (53° ao 59° dia de vida). No teste comportamental de
habituacdo 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 memoria de habituacdo e reconhecimento e todos
0s animais do grupo LPS expostos ou ndo a CET apresentaram
comprometimento de memoria. Na atividade locomotora tanto os
animais do grupo controle quanto LPS que receberam tratamento com






25 mg/kg de CET apresentaram hiperlocomocgdo em comparagdo com o
grupo controle/salina. No teste de inibicao 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 niveis de BDNF e NGF no hipocampo de animais expostos
ao LPS e que receberam 15 e 25 mg/kg de CET. Assim, a ativacdo
imune materna (AIM) provocou alteragfes imunoquimicas e a CET
intensificou déficits comportamentais em animais expostos ao LPS no
periodo pré-natal.

Palavras-chave: ativacdo imune materna, lipopolissacarideo,
comportamento, cetamina.






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-1p, IL-2, IL-5, IFN-y, GM-CSF, IL-4, IL-6, IL-18,
MIP-3a, TNF-a, 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 ¢ 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






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 expose
LPS in the prenatal period.

Key words: Maternal immune activation, lipopolysaccharide,
behavioral, ketamine
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1. INTRODUCAO
1.1 ATIVACAO IMUNE MATERNA

O sistema imune é formado por células e moléculas efetoras que
protegem o0 organismo de maneira eficaz contra doencas. Alguns
patégenos e seus produtos sdo capazes de ativar o sistema imune,
iniciando assim uma resposta imune que protege o hospedeiro contra
danos (Murphy, 2016). Um caso especifico € a ativacdo imune materna
(AIM), onde as implicacOes da interacdo entre o sistema imunolégico de
gestantes e as infec¢bes por diferentes agentes patogénicos como
bactérias, virus e outros organismos se estendem tanto a salde materna,
guanto a saude do embrido, feto e neonato (Bonney, 2016).

A infeccdo materna durante a gravidez resulta em alteragdes agudas
ou duradouras no contexto do desenvolvimento, estrutura e funcdo do
sistema nervoso central (SNC) do feto. Essas alteragBes aumentam o
risco ao parto prematuro, atraso mental e distdrbios neuroldgicos
(Oskvig et al., 2012). Recentes evidéncias em observagdes clinicas e
modelos experimentais indicam uma etiologia multifatorial com
interacdo entre o tempo, intensidade, natureza da exposicdo
imunoldgica, fatores ambientais e predisposicdo genética, definindo
alteragdes estruturais e funcionais em longo prazo no cérebro da prole
exposta @ AIM (Estes e Mcallister, 2016; Scola e Duong, 2017).

O desenvolvimento do cérebro é um processo altamente elaborado que
ocorre predominantemente durante o periodo pré-natal, sendo que a
producdo de neurbnios em seres humanos comega no 42° dia
embrionario, p6s-concepcdo (Bystron et al., 2008). A medida que s&o
produzidos, os neurdnios migram para diferentes areas cerebrais onde
comegam a fazer conexdes com outros neurdnios estabelecendo redes
neurais rudimentares (Knuesel et al., 2014). Considerando 0s processos
altamente sofisticados de desenvolvimento cerebral, qualquer alteracéo,
COMo a exposicdo materna a insultos infecciosos ou inflamatérios, pode
potencialmente comprometer o desenvolvimento da arquitetura e fungéo
do cérebro fetal (Bale, 2011). Estes insultos a trajetdria do
desenvolvimento normal do cérebro durante o periodo pré-natal podem
contribuir para uma sequéncia de eventos que podem tornar-se
progressivamente ampliadas ao longo do tempo, levando a mudangas de
longo prazo nas funcgdes cerebrais e comportamentais que podem
persistir até a idade adulta (Knuesel et al., 2014).
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Existem crescentes evidéncias de que a etiologia de véarias doencas
neuropsiquiatricas tem sua origem no ambiente pré-natal, onde os
insultos ao feto, durante momentos criticos do desenvolvimento, podem
alterar o desenvolvimento cerebral do feto, agindo como fatores de
vulnerabilidade para doencas na vida adulta, entre elas a esquizofrenia e
0 autismo (Brown et al., 2004; Atladottir et al., 2010). Além disso, a
ativagdo imune pré-natal tem sido implicada em outros transtornos,
incluindo a paralisia cerebral, epilepsia (Varon, 2009) e transtorno
bipolar (Parboosing et al., 2013).

Estudos tém demonstrado que a exposi¢do a infecgdo pré-natal, como
gripe, rubéola, sarampo, herpes e infecgbes bacterianas, podem
aumentar o risco da prole em desenvolver diferentes alteracfes
neuropsiquiatricas (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 bebés nascidos durante os
meses do inverno, possivelmente devido a elevada prevaléncia de gripe
e doencas infecciosas (Davies et al., 2003). Estes achados
epidemiolégicos sugerem que a resposta da AIM pode ser uma via
subjacente compartilhada e conferindo riscos a esses distdrbios
psiquiatricos (Scola e Duong, 2017).

Os modelos experimentais sdo de grande importancia para identificar
mecanismos plausiveis de desenvolvimento através dos quais a
exposicdo pré-natal & infeccdo no inicio da vida leva a alteragdes
duradouras no desenvolvimento cerebral observadas na esquizofrenia
(Boksa, 2010). A AIM em roedores esta associada a uma gama de
alteragdes no cérebro da prole adulta. Morfologicamente, tanto a
infeccdo  pré-natal por lipopolissacarideo (LPS) ou 4cido
poliriboinosinico-poliribocitidilico (Poly I:C) tém sido associados a
diminuicdo da substancia branca (Makinodan et al., 2008), diminui¢&o
da neurogénese hipocampal (Cui et al., 2009) e aumento da ativacdo
microglial no cérebro de ratos (Ling et al., 2004). O desenvolvimento de
estudos com modelo animal permite abordar questdes especificas sobre
os efeitos da exposicdo a infeccdo precoce na vida, por exemplo, a
temporizacdo do periodo critico para a ativacdo imune, a duracdo e a
gravidade da resposta inflamatéria e a trajetéria de alteracbes no
desenvolvimento neuroldgico até a vida adulta (Boksa, 2010).
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1.2 RESPOSTA INFLAMATORIA POR LIPOPOLISSACARIDEO

Em modelos experimentais a administracdo de LPS, um componente
da parede celular de bactérias Gram-negativas, € bem caracterizado e
amplamente aceito como uma endotoxina (Campagne et al., 1999). O
LPS pode provocar uma resposta inflamatoria 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 responsavel por reconhecer um grupo distinto de padrdes
moleculares. O TLR-4 é quem reconhece o LPS bacteriano (Weizman et
al., 1994).

Para identificar o LPS, o ectodominio de TLR-4 utiliza uma proteina
acessoria chamada de proteina de diferenciacdo mieloide-2 (MD-2), que
inicialmente se liga ao TLR-4 dentro da célula e é necessaria para o
trafego correto do TLR-4 para a superficie celular e para o
reconhecimento do LPS. Além da MD-2, outras duas proteinas
acessoras sdo ativadas para o reconhecimento de LPS por TLR-4
(Rahimifard et al., 2017), a proteina ligadora de LPS (LBP) e a CD14.
Durante a infeccdo, o LPS pode se separar da membrana externa das
bactérias e ser capturado pela LBP presente no sangue e no liquido
extracelular dos tecidos. O LPS é entdo, transferido da proteina ligadora
de LPS para uma segunda proteina, a CD14, que esta presente na
superficie de macrofagos, neutréfilos e células dendriticas (Murphy,
2016). O reconhecimento de LPS pelo heterotrimero TLR-4/MD-
2/CD14 induz a ativacdo das vias dependentes e ndo dependentes do
fator de diferenciagdo mieldide 88 (MyD88) (Rahimifard et al., 2017).

A primeira e mais importante via é a dependente de MyD88. Neste
mecanismo, apds estimulacdo, TLR-4 liga-se a MyD88 através do
receptor Toll de interleucina 1 (TIR) e da proteina adaptadora que
conttm o dominio TIR (TIRAP) (Laird et al., 2009) levando ao
recrutamento do receptor de interleucina-1 associado a 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
ligacdo é entdo dissociada de TLR-4 e estimula o recrutamento de varias
proteinas, incluindo a quinase-1 ativada por fator de crescimento 1
(TAK1) e a proteina de ligacdo a TAK1 (TAB) (Murphy, 2016).

Este processo leva a ativacdo de duas sub-vias: (1) A fosforilagdo de
TAK1 induz a ativacdo do complexo IxB quinase (IKK) que, por sua
vez, fosforila o inibidor da proteina kappa B (IxB). Isto leva a sua
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degradacdo mediada pelo complexo de lipoproteina proteossomas e
estimula a translocagéo do fator de transcri¢do nuclear kappa B (NF-«xB)
para o nucleo celular (Kieser e Kagan, 2017). As acdes do NF-xB
incluem ligacdo ao DNA, ativando assim centenas de genes especificos
gue promovem a expressdao génica de mediadores inflamatérios
(Rahimifard et al., 2017); (2) Alternativamente, o TRAF6 ativa as
proteinas quinases ativadas por mitdgenos (MAPKSs) entre elas, a
proteina quinase regulada por sinal extracelular 1/2 (ERK1/2), p38 e
quinase terminal c-jun (JNK) através de fosforilagdo, que por sua vez
modula a ativacio de varios fatores de transcricdo, incluindo a proteina
ativadora 1 (AP-1) (Murphy, 2016; Kieser e Kagan, 2017), (figura 1).

Ap6s a estimulagdo por LPS, o TLR-4 recruta o indutor adaptador de
interferon-p contendo o dominio TIR (TRIF) através da molécula
adaptadora relacionada a TRIF (TRAM). A dimerizacdo destas duas
proteinas ativa a via TRAF6/TAKL/IKK descrita acima (Okun et al.,
2009). A TANK:-ligagdo de quinase 1 (TBK1) fosforila o fator regulador
de interferon 3 (IRF-3), e esta fosforilagdo torna-o ativo. O IRF3 ativado
pode ser translocado para o nicleo onde atua como um fator de
transcricdo. O interferon-18 (IFN-1B) liga-se ao IRF3 e ativa o
transdutor de sinal ativador de transcricdo (STAT) (Murphy, 2016), que
¢ uma familia de fatores de transcricdo que medeiam as funcgdes
antivirais do sistema imunoldgico através da sinalizacdo dos IFNs (Roy
etal., 2016).

A habilidade dos TLRs ativarem NF-xB ¢é crucial para o papel de
alertar o sistema imune para a presenca de patdgenos bacterianos. O NF-
kB ativa subsequentemente mediadores pro-inflamatdrios, que séo
altamente eficazes na ativacdo de 6xido nitrico sintese induzivel (iNOS),
ciclo-oxigenase (COX) e estimulam a liberagdo de citocinas
inflamatdrias, tais como interleucina (IL) -1B, IL-6 e fator de necrose
tumoral-a (TNF-a) (Murphy, 2016).
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Figura 1. Ativacéo do receptor TLR-4 por LPS. Apds reconhecimento do LPS
0 receptor TLR4, MyD88 ou TRIF sdo recrutados por TIRAP e TRAM. Isso,
por sua vez, leva a via de ativacéo por processos dependentes de MyD88, onde
MyD88 associa-se com o0 complexo IRAKs/TRAF6 e TAK1/TABs, conduzindo
a ativagdo de IKK. IKK ativado fosforila IxkBo. que estimula NF-xB que € entdo
translocado para o nucleo celular onde estimula a transcricdo de genes para
producdo e liberagdo de citocinas pré-inflamatérias e a producdo de radicais
livres. TAK1 também esta associado com a via MAPK e estimula a ativagdo de
p38, INK e ERK1/2, levando a translocagdo nuclear de AP-1 e a transcrigdo de
citocinas pro-inflamatorias que conduzem a morte celular. A via ativada
independente de MyD88. Apo6s a estimulagdo de TLR4 por LPS o TLR recruta
TRIF através de TRAM. A dimerizagdo destas duas proteinas ativa a via
TRAF6-TAK1-IKK. Esta interacdo destr6i lIkappaBs e ativa NF-xB.
Alternativamente, a quinase TBK1 fosforila o IRF3, e esta fosforilagdo torna-o
ativo. A interacdo entre TRIF e TRAF3 induz a translocacdo nuclear de IRF3 e



38

IRF7 e a transcrigdo de IFNs. Abreviagdes: AP-1, proteina ativadora 1; ERK1/2,
quinase regulada por sinal extracelularl/2; IFN, interferon; IKK, complexo 1xB
quinase; IRAK4, receptor de interleucina-1 associado a quinase 4; IRF 3,7, fator
regulador de interferon 3,7; JNK, quinase terminal c-jun; LPS,
lipopolissacarideo; MAPK, proteina quinase ativadas por mitégenos; MyD88,
fator de diferenciacdo miel6ide-88; NF-kB, fator de transcrigdo nuclear B; p38,
proteina 38; TABs, proteina de ligacdo a TAK1; TAK1, quinase-1 ativada por
fator de crescimento 1; TIRAP, proteina adaptadora que contém o dominio 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-f contendo o dominio TIR. Fonte: desenvolvida pelo autor, 2017.

Citocinas sdo pequenas proteinas inflamatorias de sinalizacéo
secretadas por diversas células como macréfagos, neutrofilos e
leucdcitos, geralmente em resposta a um estimulo ativador, e que
induzem respostas por ligacdo a receptores especificos (Murphy, 2016).
As citocinas e seus receptores podem ser agrupados pela estrutura em
diferentes familias entre elas a familia IL-1, as hematopoietinas, TNF e
0s IFNs. A familia de IL-1 contém 11 membros, entre 0s principais
estdo, IL-1a, IL-B e IL-18. A maioria dos membros dessa familia séo
produzidas como pro-proteinas que sdo clivadas, para produzir as
citocinas ativas, IL-1p e IL-18, que sdo liberadas pelos macréfagos em
resposta a sinalizacdo dos TLRs, sdo clivadas pela caspase 1 através dos
receptores NOD-like (NLR) pyrin domain-containing 3 (NLRP-3)
inflamassoma (Coll et al., 2015).

A superfamilia de hematopoietina inclui fatores de crescimento e
diferenciacdo, ndo relacionada ao sistema imune, como a eritropoietina
(EPO) que estimula o crescimento das hemacias e o horménio de
crescimento. A IL-6 e o fator estimulador de coldnias de granulécitos-
macréfagos (GM-CSF) que estimula a producdo de novos mondcitos e
granulécitos na medula 6ssea também fazem parte dessa familia. Os
receptores de IFN compreendem uma pequena familia de receptores de
heterodimeros que reconhecem IFNs tipo I, bem como outras citocinas
como a IL-4, que sdo produzidas pelas células T (Roy et al., 2016).

A familia de TNF, na qual 0 TNF-a é o mais difundido, contém mais
de 17 citocinas com importantes fun¢des nas imunidades inata e
adaptativa. Ao contrario da maioria das outras citocinas
imunologicamente importantes, muitos membros da familia de TNF séo
proteinas transmembranas, o que as confere propriedades distintas e
limita o alcance de suas a¢Ges (Murphy, 2016).
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As citocinas sdo também agrupadas em citocinas pr6 ou anti-
inflamatdrias. As proé-inflamatérias incluem IL-1pB, IL-6, TNF-o e IFN-
Y, que estdo envolvidas na ampliacdo das respostas inflamatorias. Em
contraste, as citocinas anti-inflamatorias tais como IL-4, IL-10 e IL-13
diminuem a resposta inflamatéria (Murphy, 2016). O equilibrio entre
essas citocinas regula uma ampla variedade de processos, como a
regulacdo do sistema imune inato e adaptativo, proliferacdo, ativacao e
diferenciacdo celular (Rahimifard et al., 2017).

O LPS aumentou expressao de mMRNA e de citocinas pré-inflamatorias
no soro materno, no fluido amnidtico e na placenta de ratas prenhas
(Anderson et al., 1997; Oskvig et al., 2012; Rincon, 2012). Neste
modelo de infeccdo 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 neuroldgico incluindo a diferenciacdo celular
neuronal, conectividade e poda sinaptica, plasticidade e sobrevivéncia
neuronal (Estes e Mcallister, 2016). Durante o desenvolvimento pré-
natal do cérebro, ha expressao constitutiva de citocinas e seus receptores
em células neuronais, sugerindo que essas moléculas desempenham um
papel crucial na direcdo e modelagem do desenvolvimento cerebral
(Knuesel et al., 2014).

A expressdo génica de moléculas pro-inflamatérias e também
moléculas anti-inflamatérias aumenta a produgdo de outras
interleucinas, quimiocinas, prostaglandinas, metaloproteinases de matriz
(MMPs), o6xido nitrico (NO") e espécies reativas ao oxigénio (ERO)
(Hirst et al., 2004). Em consequéncia & producao de citocinas, leucocitos
polimorfonucleares sdo atraidos e ativados e, grandes quantidades de
ERO sdo produzidas (Kastenbauer et al., 2002).

1.3 ESTRESSE OXIDATIVO

Em condicdes normais, a producdo de espécies reativas é balanceada
pelo sistema de defesa antioxidante no organismo. Entretanto, quando a
geracdo de espécies reativas excede a capacidade das defesas
antioxidantes, ocorre o estresse oxidativo, ocasionando um possivel
dano oxidativo em lipidios, proteinas e no DNA (Zhao et al., 2008).

O conceito para ERO é de moléculas derivadas da reducéo parcial do
oxigénio molecular que reagem com moléculas organicas e sdo
citotdxicas, podendo induzir a morte celular neuronal. Em baixas
concentracgdes, essas moléculas atuam em processos celulares de defesa
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contra agentes patogénicos e reposta mitogénica (Valko et al., 2007). O
processo de estresse oxidativo € determinado pelo balango entre a
guantidade de espécies oxidantes geradas e a capacidade dos processos
metabolicos de produzir antioxidantes (Barron et al., 2013). Diversos
tipos celulares podem sofrer dano oxidativo, no entanto, o SNC é
particularmente vulneravel aos efeitos deletérios do estresse oxidativo e
isso ocorre devido a utilizacdo de altas taxas de oxigénio quando
comparado a outros 6rgaos, presenca de acidos graxos poli-insaturados,
gue podem ser alvos das ERO (De Menezes et al., 2009).

Os mecanismos de defesa contra o estresse oxidativo envolvem a
atividade de antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos. No grupo de
defesas enzimaticas antioxidantes encontram-se as enzimas superoxido
dismutase (SOD), a glutationa peroxidase (GPx) e a catalase (CAT).
Enquanto que no grupo de antioxidantes ndo enziméticos estdo &cido
ascorbico (vitamina C), o-tocoferol (vitamina E), glutationa,
carotenoides, flavondides e outros (Valko et al., 2007). A SOD, em
condi¢Bes normais, catalisa a rea¢do de conversdo do &nion superdxido
em peroxido de hidrogénio, que é eliminado pela acdo das enzimas CAT
e GPx (De Menezes et al., 2009).

O NF-«xB desempenha um papel essencial na expressdo de genes
envolvidos no desenvolvimento de células assessoras e populacdes de
leucocitos, que levam a producdo de citocinas, quimiocinas e outras
moléculas pré-inflamatdrias (Tato e Hunter, 2002). Consequentemente,
os leucdcitos polimorfonucleares sdo atraidos e ativados, liberando o
NO’, radical anion superdxido (O,") e perdxido de hidrogénio (H,0,).
O, e NO’ podem levar a formacdo de peroxinitrito (ONOQ), que é um
forte oxidante (Klein et al., 2006). Este oxidante exerce efeitos
citotéxicos sobre as células endoteliais (Szabo, 2003), aumentando a
permeabilidade da barreira hematoencefdlica (BHE), peroxidacdo
lipidica, quebras na cadeia de DNA, nitracdo de tirosina e producao de
citocinas (Kastenbauer et al., 2002; Klein et al., 2006).

Assim, a passagem transplacentaria de citocinas pré-inflamatdrias e as
espécies oxidativas maternas podem tornar o feto vulneravel a danos
neurolégicos (Richie e Josephson, 2015). Esta lesdo neuronal pode ser
atribuida principalmente a producdo de metabolitos oxidativos
neurotéxicos e moleculares, tais como 0 O, e H,O, (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 lipidos, proteinas e DNA, como observado na esquizofrenia
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é conhecido por afetar a funcdo e a viabilidade celular, a qual pode,
subsequentemente, representar o curso de deterioracdo da doenga
(Kastenbauer e Pfister, 2003).

Em um importante estudo verificou-se um aumento nos niveis de
peroxidacdo lipidica e NO™ em pacientes com esquizofrenia, ao passo
que a atividade da superdxido dismutase (SOD) foi encontrada
significativamente reduzida (Brouwer et al., 2010). Além disso, lesdo
mediada por ativacdo imune de aminoacidos excitatorios, tais como o
glutamato, estdo cada vez mais sendo implicadas no desenvolvimento de
lesdo neuronal (Al-Amin et al., 2016). As ERO tém sido implicadas
como mediadores da disfuncdo da BHE (Klein et al., 2006), sugerindo
gue o aumento da permeabilidade BHE pode estar relacionado com a
presenca de O," e NO™ (Mayhan, 2000).

14 BARREIRA HEMATOENCEFALICA E BARREIRA
PLACENTARIA

A BHE e a BP sdo as duas barreiras que protegem o cérebro e o
embrido, respectivamente, da migracdo de proteinas e substancias
toxicas do sangue periférico. Ao mesmo tempo, essas barreiras
permitem a migracdo de nutrientes essenciais que sdo Uteis para o
desenvolvimento durante a organogénese (Mishra et al., 2009). Estas
barreiras também tém a propriedade de agir como um isolador para
proteger o cérebro e a placenta de doencas infecciosas. No entanto,
alguns virus 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 substancias violam estas barreiras tém
sido amplamente estudados e ainda ndo foram completamente
elucidados (Diamond e Klein, 2004).

A disfungdo da BP pode permitir a transmissdo in-utero de infecces.
Por exemplo, a transmissdo do virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
da mée para a crianga é relatada na taxa de 25 a 35% (Kwiek et al.,
2006). A transmissao intrauterina do HIV-1 é presumivelmente devido a
multiplos fatores como baixa contagem de células linfécitos T CD4,
carga viral elevada, anticorpos neutralizantes, fatores imunolégicos
maternos, fatores genéticos e quaisquer alteragbes morfoldgicas
corrosivas na placenta intacta (Sperling et al., 1996). A membrana
placentéria, que existe na interface Utero-placenta, separa o sangue fetal
do sangue materno e consiste em endotélio vascular fetal, tecidos
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conectivos, vilosidades coridnicas e trofoblasticas onde a ancoragem das
vilosidades liga a placenta ao Utero (Mofenson et al., 1999). A
vilosidade coribnica contém macrofagos, células Hofbauer e vasos
fetais. As vilosidades trofoblaticas e terminais tém receptores CD4 e
permanecem em contato direto com o sangue materno (Chandwani et
al., 1991).

A administracéo direta de LPS no feto pode diferir substancialmente
da administracdo materna sistémica, uma vez que a administracdo de
LPS ndo entra no compartimento fetal quando administrado por via
sisttmica materna, pois ndo atravessa a BP (Takahashi et al., 2014).
Comparando o LPS a patégenos vivos, seu uso mimetiza a ativagio
imune que acompanha uma infec¢do bacteriana, conferindo controle
sobre curso de tempo e da dose de exposi¢do imunogénica. Isso pode
permitir uma identificagdo mais precisa das janelas de vulnerabilidade
(Harvey e Boksa, 2012).

Além das respostas inflamatdrias no meio materno, alteracbes nos
niveis de citocinas ou outros mediadores na placenta, também sdo
possiveis indutores de infeccdo pré-natal. Estas alteracdes na placenta
podem ter consequéncias prejudiciais no desenvolvimento do cérebro
fetal, j& que o aumento dos niveis de citocinas inflamatérias tais como
TNF-0, tem sido implicado na disfung@o do trofoblasto e apoptose da
placenta (Del Zoppo et al., 2000).

Adicionalmente, a propria placenta reage fortemente & ativagéo 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
presenga de moléculas inflamatorias no cérebro fetal pode afetar
adversamente a sobrevivéncia de subpopula¢Ges neuronais (Martner et
al., 2008). Acredita-se que a inducdo da resposta materna de citocinas e
a cascata celular de eventos moleculares subsequentes séo responsaveis
pelo desenvolvimento alterado do cérebro e pelo aumento de risco para
resultados de desenvolvimento anormais (Jauneikaite et al., 2012).

Embora existam evidéncias de que a AIM induz ao desequilibrio de
citocinas e mudangas comportamentais, pouco se sabe sobre como essas
citocinas alteram o desenvolvimento cerebral. Uma explicacdo plausivel
é que a AIM leva & producéo de citocinas inflamatérias que sdo muitas
vezes prolongadas e sisttmicas no sangue materno. Estas citocinas
maternas podem atingir o compartimento fetal atravessando a BP
(Zaretsky et al., 2004). As citocinas resultantes na circulacdo fetal
podem ativar a resposta imune fetal para produzir mais citocinas.
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Acredita-se que a BHE do feto € mais fragil e imatura quando
comparado com os adultos, tornando muito provavel 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 liquido cefalorraquidiano
(LCR) com o restante dos sistemas. A barreira é formada pela presenca
das jungdes das células endoteliais que formam uma camada que reveste
a superficie interior dos vasos sanguineos e que controlam a abertura e
fechamento coordenado das jungdes célula-célula (Munzel et al., 2008).
Estas juncbes sdo compostas de diferentes complexos multiproteicos,
como as jungdes apertadas e as jun¢des endoteliais aderentes que sdo 0s
principais reguladores da permeabilidade celular (Bazzoni e Dejana,
2004). Os agentes patogénicos sé conseguem invadir o cérebro apos
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 interacdo dos peridcitos com o endotélio é
essencial para a formacdo, maturacdo e manutencdo da BHE. Os
peridcitos comunicam-se diretamente com as células endoteliais através
de invaginag¢fes em que um Unico peridcito pode estar em contato com
varias células endoteliais, permitindo uma camada adicional de
comunicacdo e de estabilidade mecéanica dos vasos (Armulik et al.,
2005). Os peridcitos sdo células cerebrais contrateis que regulam o fluxo
sanguineo capilar desempenhando um papel importante na manutencéo
da BHE com a auto-regulacdo e homeostase cerebral. Foi determinado
em estudos in vivo que as interacfes de periécitos com células
endoteliais sdo criticas para regular a BHE e que a ruptura dessas
interacdes pode levar a disfungdo desta barreira e a neuroinflamagéo
(Daneman et al., 2010). Além disso, estudos in vitro demonstram que 0s
peridcitos 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 MATRIZ2E 9

As MMPs funcionam no espago extracelular como enzimas
transmembranares ancoradas na membrana ou liberadas (Mccawley e
Matrisian, 2001). Consequentemente, 0s seus substratos sdo também
proteinas extracelulares dentro da via secretora, presentes nas
superficies celulares ou dentro de compartimentos de tecidos celulares
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(Overall e Blobel, 2007). So encontradas mais de 23 MMPs em
mamiferos 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 sdo
responsaveis pela degradacdo das proteinas da MEC (Page-Mccaw et
al., 2007).

Estudos tém demonstrado que as MMPs atuam também sobre uma
variedade de proteinas ndo matriciais, tais como citocinas, quimiocinas,
peptideos antimicrobianos e proteinas de superficie, incluindo
receptores, proteinas adesivas e de juncdo (Mcguire et al., 2003; Page-
Mccaw et al., 2007; Van Lint e Libert, 2007). Cerca de 10% do genoma
humano codifica proteinas com um peptideo de sinal, levando a uma
extensa matriz de substratos de MMPs extracelulares (Smigiel e Parks,
2017). Andlises protéomicas imparciais indicam que, quando
combinadas, varias MMPs podem potencialmente atuar em mais de 600
substratos (Morrison et al., 2009). Assim, ndo surpreende que as MMPs
tenham evoluido para funcionar em uma variedade de processos
fisiolégicos e de diferentes doencas (Parks et al., 2004; Cauwe et al.,
2007). Desta forma, as MMPs emergiram como enzimas efetoras
criticas controlando uma gama de fungGes imunoldgicas, tais como na
resposta inflamatoria, no cancer, na remodelacdo tecidual e na isquemia
cerebral (Parks et al., 2004; Page-Mccaw et al., 2007; Dufour e Overall,
2013).

As MMPs sdo frequentemente classificadas com base nos substratos
gue podem clivar ou degradar, como colageno, elastina e componentes
de membrana basal. Além disso, é descrito que muitos substratos de
MMPs funcionam em algum aspecto da imunidade e da inflamacéo
(Parks et al., 2004), para moldar a migracdo, ativacao, proliferacdo e
funclo dos leucocitos em resposta a uma lesdo ou infecgdo. Recentes
estudos demonstram que as MMPs ndo sdo apenas uma consequéncia a
jusante de um processo inflamatério generalizado, mas séo fatores
criticos na regulacdo geral do padrdo, tipo e duracdo das respostas
imunes (Dufour e Overall, 2013; Smigiel e Parks, 2017).

Foi sugerido que a exposicao pré-natal a infeccdo materna, pode levar
a lesdo cerebral fetal e que esta lesdo pode resultar em uma cascata
inflamatdria fetal (Malaeb e Dammann, 2009). Isto é apoiado por
evidéncias epidemioldgicas ligando infeccdo materno-fetal e inflamagéo
com lesdo cerebral e encefalopatia neonatal ao nascimento (Blume et al.,
2008) e niveis elevados de citocinas pro-inflamatérias em sangue fetal,
liguido amnidtico e em pacientes neonatos com lesdo cerebral
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(Dammann e O'shea, 2008). Além disso, a administracdo de uma
endotoxina como o LPS em modelos animais estd associada a um
aumento da circulacdo e concentracdo de citocinas pro-inflamatérias e
lesdo da substancia branca (Keogh et al., 2012). A presenca de LPS ou
TNF-o juntamente com outros mediadores inflamatdrios pode estimular
a producdo de MMPs (Mancini e Di Battista, 2006), que foram
mostradas por regularem processos imunitarios especificos, como
influxo e migracdo de leucécitos, atividade antimicrobiana, ativacdo de
macréfagos e restauracdo das fungdes das barreiras de protecdo como a
BHE e BP (Smigiel e Parks, 2017). De fato, a expressdo de MMP é
baixa sob condi¢bes de estado imdvel, mas é marcadamente induzida
durante processos inflamatdrios incluindo infeccdo (Parks et al., 2004).

As MMPs 2 e 9, também conhecidas como gelatinase A e B,
respectivamente, devido a sua capacidade de degradar a gelatina,
desempenham um papel importante nos processos patologicos e
fisiolégicos no SNC, particularmente durante a mielinizagdo, uma vez
gue a MMP 9 regula o crescimento de oligodendrocitos. MMP 9 segrega
e expressa gelatinases associadas a células ativas no processo de
crescimento (Dang et al., 2017). As MMPs 2 e 9 sdo normalmente
encontrados como zimogénios latentes, que tém um local fisicamente
escondido ativo, e, portanto, ndo podem acessar substratos. AS
gelatinases visam uma variedade de substratos, por exemplo, MMP 2 e 9
degradam a proteina basica 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 varios anos apds um acidente vascular cerebral.
A uma forte relagdo entre 0 aumento de MMP 2 e o rompimento da
BHE. Além disso, a administracdo de agentes que inibem as MMPs
impede a abertura proteolitica da BHE e o aumento p6s-isquémico na
permeabilidade capilar (Hung et al., 2008).

Foi demonstrado que a atividade de pr6-MMP 9 e MMP 9 aumenta
drasticamente ap0s o acidente vascular cerebral isquémico e esta
correlacionada espacial e temporalmente com a desagregacdo de BHE.
A degradacdo da BHE é marcadamente atenuada ap6s a inibi¢do da
MMP ou a deplecdo do gene MMP 9 (Rosenberg, 2017). As fontes
celulares de producdo de MMP sdo células gliais, células endoteliais,
neurbnios e neutréfilos pro-inflamatérios que desgranam MMPs apds
ativagdo (Hung et al., 2008).
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1.6 FATOR NEUTROFICO DERIVADO DO CEREBRO E FATOR
DE CRESCIMENTO DO NERVO

Sabe-se que durante a vida fetal ocorre o chamado periodo critico do
desenvolvimento, época de fragilidade na qual se formam os tecidos e
0s 6rgdos, em especial o cérebro (Kimura et al., 2016). A neurogénese,
crescimento dos neurdnios, existe em toda a area cerebral no decorrer
dessa fase, predominantemente no giro denteado hipocampal. Assim, a
evolugdo do hipocampo, por sua vez, influencia diretamente o
aprendizado e a memdria (Dhobale, 2014).

Adicionalmente, para que 0s neurbnios se desenvolvam
funcionalmente, faz-se necessario a presenca de moléculas que
estimulem e permitam este processo, sendo essas denominadas
neurotrofinas. Na auséncia dos fatores neurotréficos, as células neurais
tém suas comunicacdes sinapticas e metabolismo diminuido (Lessmann
et al., 2003). De fato, as neurotrofinas estdo envolvidas na regeneracéo
dos neurdnios, na regulacdo da atividade das sinapses e, deste modo,
mantém 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 circulagfes
materno-fetal, sendo fundamental para a nutricdo e oxigenagdo do feto
(Howerton e Bale, 2012). Diante disso, o fator neutréfico derivado do
cérebro (BDNF), o fator de crescimento do nervo (NGF), e as
neurotrofinas 3 e 4, sdo moléculas naturais que regulam o
desenvolvimento da placenta e do cérebro. O BDNF e NGF também
estdo envolvidos na regulacdo da angiogénese, desempenhando
importante papel no desenvolvimento, regulagdo e manutencdo das
fungdes do SNC e sistema nervoso periférico (SNP) (Dhobale, 2014).
Desse modo, alteragBes nos niveis das neurotrofinas podem produzir
efeitos duradouros sobre processos neurotr6ficos que influenciam a
matura¢do neuronal e a plasticidade na vida tardia. A sinalizagdo
intracelular do BDNF e seu receptor tirosina quinase (TrkB) é essencial
para a sobrevivéncia neuronal, plasticidade e morfogénese (Numakawa
et al., 2010). J4 o NGF tem sido associado com a atividade funcional das
células que inclui os sistemas imune e end6crino e atua como um
mediador inflamatério (Berry et al., 2012).

O BDNF é um membro das neurotrofinas e o mais difundido fator de
crescimento no cérebro, exercendo efeitos na transmissdo sinaptica,
estimulacdo neurogénica e esta envolvido em processos de plasticidade
sinéptica hipocampal (Kimura et al., 2016). E amplamente expresso em
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todo o SNC, principalmente no hipocampo que € descrito como um
importante sitio de acdo do BDNF (Binder e Scharfman, 2004),
exercendo os seus efeitos pré-sobrevivéncia ligando-se ao seu receptor
TrkB e ativando as vias de sinalizacdo envolvendo a fosfatidilinositol 3-
quinase (PI3K)/Akt, que conduz a ativagdo dos alvos pré-apoptéticos e
da regulacdo da quinase por sinal extracelular, que resulta na
fosforilacdo da proteina de ligagdo ao elemento de resposta AMPc
(CREB) que induz a transcricdo de varios genes associados com a
sobrevivéncia neuronal (Brunet et al., 2001; Arthur et al., 2004).

O efeito do BDNF vem sendo pesquisado em diversas doengas
neurodegenerativas e neuropsiquiatricas, pois desempenha um papel
fundamental na plasticidade neuronal, memaria e modula os principais
processos dependentes de estimulo externo, como: aprendizado,
experiéncias e memorias (Frey et al., 2006). Implicagbes sugerem que a
neurogénese prejudicada das células estaminais neurais, pode estar
relacionada com a diminuicdo dos niveis de BDNF e que ele pode ser
um potencial motivo para a regulacdo da neurogénese na meningite
bacteriana (Lian et al., 2016).

O NGF pertence a familia de neurotrofinas e pode estimular o receptor
TrkA e p75NTR. A estimulacdo destes receptores nos neurdnios pode
produzir efeitos opostos, nos quais a ativacdo de TrkA esta associada a
sobrevivéncia neuronal, enquanto que a ativacdo de p75NTR esta
implicada na apoptose neuronal (Frade et al., 1996; Nykjaer et al., 2004;
Kimura et al., 2016).

Na Ultima década, avancos foram feitos no sentido de uma melhor
compreensdo das agbes do NGF no sistema nervoso. O NGF € uma
molécula neurotréfica que possui subconjuntos simpaticos e especificos
de neurdnios sensoriais € esta presente no cérebro (Kritas et al., 2014).
O acumulo de exsudados inflamatdrios no cérebro é também mediada
por NGF liberado a partir de células de tecidos residentes contendo a
proteina armazenada (Ricci et al., 2010). E uma das primeiras
neurotrofinas relacionadas ao desenvolvimento e manutencdo de
populagdes periféricas e neuronais centrais especificas (Kimura et al.,
2016).

Esta neurotrofina medeia uma série de estados inflamatorios e
autoimunes em conjunto com um acimulo aumentado de mastécitos que
parecem estar envolvidos em interacBes neuroimunes e inflamagéo
tecidual (Ricci et al.,, 2010). O NGF pode desempenhar um papel
importante na conversacdo entre células do sistema nervoso e do sistema
imunitario, demonstrando a sua funcdo ndo apenas no sistema nervoso.
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Foi relatado que os mastocitos e 0 NGF tém capacidade para integrar
respostas imunoldgicas neuro-enddcrinas na fisiopatologia do SNC
(Berry etal., 2012).

1.7 ALTERACOES DO NEURODESENVOLVIMENTO E AIM

Evidéncias cientificas suportam a hipétese de que as alteracdes nos
niveis de expressdo de citocinas durante o desenvolvimento precoce do
cérebro estdo associadas a transtornos psiquiatricos. Estudos
epidemioldgicos relataram que niveis elevados de TNF-a e IL-8 no soro
materno sdo associados a maiores probabilidades de psicose na prole
(Brown et al., 2004), enquanto que os niveis mais elevados de citocinas
anti-inflamatorias maternas, 1L-4, IL-5 e IL-13, estdo associados com
probabilidade diminuida de psicose (Abelli et al., 2010). Foi observado
que apds injecdo de LPS em ratas prenhas, houve restricdo do
crescimento fetal, o qual foi avaliado por peso do feto diminuido, um
menor comprimento da cabeca-nddega e atraso na ossificacdo
esquelética (Kirsten et al., 2010). Além disso, houve aumento da morte
celular, diminuicdo da proteina basica de mielina, diminuicdo do
numero de oligodendrdcitos imaturos e seus precursores, indicando
lesGes da substancia branca em ratos adultos jovens expostos ao LPS
(Wang et al., 2009).

Uma hipétese predominante é que os niveis alterados de expressao de
moléculas inflamatérias no compartimento fetal em resposta a ativagédo
imune podem interromper o desenvolvimento do cérebro e a
conectividade neural, o que, por sua vez, pode ter efeitos em longo
prazo sobre as fungGes mentais do individuo tardiamente na vida
(Gavish et al., 1986; Knuesel et al., 2014).

A exposicao de células cerebrais a citocinas pode alterar as fungdes de
neurotransmissores como serotonina (5-HT), dopamina e glutamato, o
que por sua vez pode desencadear comportamento doentio,
compreendendo alteragdes de apetite, fadiga, emocdo, cognicéo,
aprendizagem e memoéria (Wodarz et al., 1998; Soreni et al., 1999).
Assim, é provavel que as alteragBes das citocinas no contexto da
infeccdo materna conduzam a efeitos a longo prazo sobre a funcéo
cerebral que aumentariam o risco de desordens psiquiatricas (Estes e
Mcallister, 2016).

Estudos tém demonstrado que a AlIM é acompanhada de alteracfes
nas citocinas cerebrais ao longo do desenvolvimento e na idade adulta
da prole de uma maneira especifica (Garay et al., 2013; Estes e
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Mcallister, 2015). No coértex frontal e cingulado, as citocinas pro-
inflamatdrias s@o encontradas aumentadas no momento do nascimento e
na prole adulta de camundongos expostos a AIM (Garay et al., 2013).
Alteracdes na morfologia cerebral, como reduzida espessura cortical,
diminuicdo do hipocampo, cdrtex pré-frontal e estriado, aumento dos
ventriculos, bem como, reducdo dos neurénios de Purkinje no cerebelo,
sdo comumente observados em descendéncia de adultos esquizofrénicos
e autistas (Shi et al., 2009; Piontkewitz et al., 2011; Patrich et al., 2016).

Além disso, um estudo relatou reducdo da densidade de células
dendriticas e proteinas sindpticas envolvidas na neurotransmisséo de 5-
HT e dopamina, dois dos principais neurotransmissores envolvidos no
sistema de recompensa, prazer e emogdo (Coiro et al., 2015), que em
partes sdo, regulados por citocinas tais como IL-1p ¢ TNF-a (Luchicchi
et al., 2016; Miller e Raison, 2016). Estas citocinas também
demonstraram alteracdo na liberacdo de dopamina e 5-HT a partir de
neurbnios que podem estar na base das manifestacdes de perturbacdes
psiquiatricas (Miller e Raison, 2016). A reducdo da neurotransmisséo de
5-HT e dopamina sdo comumente observadas nos cérebros da prole
adulta exposta a AIM (Baharnoori et al., 2013; Depino, 2015).

A sinalizagdo do 4cido gama-aminobutirico (GABA), um
neurotransmissor envolvido no controle da atividade de neurdnios
altamente excitados, é encontrada reduzida no cortex 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 ativacdo da
resposta inflamatdria associada as citocinas maternas (Scola e Duong,
2017).

Recentes pesquisas com humanos apoiam fortemente o papel das
alteragdes inflamatorias na fisiopatologia dos distUrbios psiquidtricos
como, alteragdes nos niveis de citocinas no sangue de individuos com
esquizofrenia (Miller et al., 2011; Fillman et al., 2016), transtorno
bipolar (Modabbernia et al., 2013) e autismo (Masi et al., 2015). As
alteracbes que sdo encontradas partilhadas entre os disturbios
psiquiatricos incluem niveis aumentados de citocinas pré-inflamatdrias
como IL-6 e IL-1B (Mousa e Bakhiet, 2013). Evidéncia de alteracbes
nos niveis de citocinas também é demonstrada em estudos com tecidos
cerebrais humanos post-mortem obtidos de individuos esquizofrénicos
(Scola e Duong, 2017).

A ativacdo imunoldgica dentro do compartimento materno
provavelmente influencia o desenvolvimento do SNC fetal por meio de
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mediadores inflamatérios encontrados no sangue e liquido amnidtico
das mées de pacientes esquizofrénicos e autistas. A AIM de alguma
forma induz alteragdes em multiplas citocinas dentro do cérebro fetal em
poucas horas (Meyer, 2014; Estes e Mcallister, 2015). Embora a AIM
provoque inflamacgdo na mae, os perfis limitados de citocinas que foram
avaliados no cérebro fetal ndo significam por si uma resposta
inflamatoria classica (Harvey e Boksa, 2012; Estes e Mcallister, 2014).

Vérias citocinas maternas ja foram identificadas como mediadores
criticos da AIM em fen6tipos relacionados as doencgas em descendentes.
A injecdo de uma Unica citocina inflamatéria 1L-6, 1L-17 ou IL-2 é
suficiente para induzir véarios comportamentos semelhantes a
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 ¢ que a AIM leva a
mudancas duradouras na expressdo de moléculas imunes conhecidas por
regular a conectividade e funcdo neural na prole (Estes e Mcallister,
2015). As alteragdes podem ser agudas, refletindo a natureza intensidade
e duracdo da infeccdo, ou crénica por meio de mudancas epigenéticas
gue podem ser sinérgicas com outros fatores de risco em diferentes
estagios de vida (Estes e Mcallister, 2016).

Na verdade, os niveis de citocinas sdo 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 sdo susceptiveis
de regular a expressdo de outras classes de moléculas imunes nos
neurdnios, incluindo as moléculas do complexo de histocompatibilidade
principal de classe I (MHCI). No sistema imunolégico, os niveis de
MHCI sdo controlados por citocinas como um passo importante na
resposta imune (Shatz, 2009). No cérebro saudavel, o MHCI é
encontrado nos neurdnios, onde regula negativamente a formacéo de
sinapses e a plasticidade sindptica necessaria para a poda sindptica
dependente da atividade (Glynn et al., 2011).

Alteracfes na sinaptogénese e poda sinaptica estdo associadas com
uma série de disturbios do neurodesenvolvimento e existe a hipdtese 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 alteragcBes nos niveis de MHCI nos neurbnios da prole
neonatal (Coiro et al., 2015) e o aumento de MHCI no nascimento é
necessario para a inducdo de déficit neuronal em recém-nascidos apds
AIM (Elmer et al., 2013). O MHCI é uma das vérias proteinas imunes
presentes na sinapse capazes de mediar as respostas frente a uma
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infeccdo enquanto simultaneamente regulam a plasticidade dependente
da atividade e a formagdo do circuito. Essas proteinas versateis - defesa
imunoldgica e estrutura da sinapse - sdo provavelmente as moléculas
responsaveis por mudancas no desenvolvimento do cérebro em resposta
a infeccdo materna (Voineagu e Eapen, 2013).

Se as moléculas imunes atuam através de vias similares no cérebro e a
mesma cascata intracelular esta presente, o que permanece uma questdo
aberta, entdo é possivel que a sinalizacdo imune nos neurénios possa
convergir sobre a proteina alvo da rapamicina em mamiferos (MTOR)
(Caccamo et al., 2014). No sistema imunoldgico, a mTOR atua como
um centro regulador que integra vias de sinalizagdo intracelular -
incluindo citocinas, fatores troficos e proteinas sindpticas - muitas das
quais estdo alteradas no cérebro da prole exposta a AIM, bem como
individuos com esquizofrenia, autismo, transtorno bipolar e Alzheimer
(Caccamo et al., 2014; Sahin e Sur, 2015).

O desequilibrio da sintese de proteina através de alteraces na via da
mTOR tem sido implicada em varias formas monogénicas de autismo,
assim como uma mutacdo no gene DISC-1 esta relacionada com o
desenvolvimento da esquizofrenia em modelos animais (Kim et al.,
2009; Sahin e Sur, 2015). A hiper ou hipoativa¢do da sinalizacdo da
mTOR transmite alteracGes especificas da mutacdo na morfologia
neuronal e na plasticidade sindptica, assim como a sintese de muitas
proteinas sinapticas e receptores de glutamato, que sdo caracteristicas
comuns em prole expostas a AIM (Santini e Klann, 2014).

1.8 ATIVACAO IMUNE E ESQUIZOFRENIA

A esquizofrenia € um transtorno psiquidtrico grave que afeta 1%
populacdo mundial e os pacientes vivem em média de 12 a 15 anos a
menos de que o tempo médio de vida. O inicio da doenca é geralmente
no final da adolescéncia ou no inicio da idade adulta (Frohlich e Van
Horn, 2014). Existem consistentes associacdes epidemiolégicas entre a
ativagdo imune materna e a esquizofrenia. Foram relatadas infec¢des
com diversos agentes infecciosos maternos incluindo o virus influenza,
o Toxoplasma gondii, o virus Herpes simplex tipo 2, e infeccdes
bacterianas (Izadpanah et al., 2014). O aumento da expressdo de
citocinas, incluindo IL-6, TNF-o, IL-8 e niveis da proteina C reativa,
durante a gravidez também esta associado com um risco aumentado de
esquizofrenia na prole (Sen et al., 2008).
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A exposicdo pré-natal a infeccdo pode contribuir para alteragdes
morfoldgicas do SNC, incluindo anormalidades ultrassonograficas como
0 alongamento do septo cavum pellcido em pacientes com esquizofrenia
e nos ventriculos intracranianos associados a exposicdo pré-natal ao
citomegalovirus. Estudos revelaram diminuigdo volumétrica no cdrtex
entorrinal e cingulado em adultos com esquizofrenia e que foi associada
com a exposicdo fetal a elevados niveis de IL-8 (Torrey et al., 2012). A
ativacdo glial a nivel celular e molecular foi demonstrada, uma vez que
achados revelaram alterag8es neuropatoldgicas na morfologia microglial
e nos niveis de proteinas, incluindo o aumento da expressdo dos
marcadores microgliais CD68 e HLA-DR em pacientes com
esquizofrenia em comparacdo com controles saudaveis (Schmidt-
Kastner et al., 2012)

Os sistemas de neurotransmissores mais frequentemente implicados
na patogénese da esquizofrenia sdo o dopaminérgico, glutamatérgico € o
serotoninérgico (Steeds et al.,, 2015). A hipdtese dopaminérgica
responsavel pelos sintomas positivos da esquizofrenia que incluem
alucinagdes visuais, auditivas, delirios, discursos e comportamentos
amplamente desorganizados ou catatonicos (Lau et al., 2013). Os
individuos com esquizofrenia demonstraram ter uma funcéo
dopaminérgica anormal, com aumento da liberacdo de dopamina apds
administracdo de anfetaminas, elevacdo da dopamina sinaptica e
aumento da absorcdo do marcado de microglia 6-[(*®)F]fluoro-L-dopa
(Abi-Dargham et al., 2009; Howes et al., 2012). A teoria dopaminérgica
fornece uma explicacéo para alguns dos sintomas delirantes positivos da
psicose devido a transmissdo dopaminérgica meso-limbica hiperativa
(Kapur et al., 2005).

O sistema serotoninérgico pode estar envolvido na formacdo de
sintomas psicaticos. O suporte vem da observacdo de que alucinégenos
como o LSD e a psilocibina sdo agonistas dos receptores 5-HT,a
(Vollenweider e Geyer, 2001). Essas drogas induzem psicopatologias
que incluem agitacdo, ansiedade, alucinac@es e ilusdes visuais, que sdo
semelhantes aos sintomas observados nos primeiros episédios psicoticos
da doenca (Fletcher e Honey, 2006). Além disso, estes farmacos
interrompem a inibicdo de pré-pulso (IPP) através da estimulacdo direta
dos receptores 5-HT,a (Quednow et al., 2012), levam a alteracfes das
redes cerebrais envolvidas durante o repouso e o desempenho da tarefa
ativa (Carhart-Harris et al., 2013), e conduzem ao aumento da liberacéo
de glutamato (Muschamp et al., 2004), semelhante aos efeitos
observados em pacientes com psicose. E interessante notar que o
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bloqueio dos receptores 5-HT,4 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 excitatorio do SNC e é
controlado pelos receptores NMDA, estes controlam a plasticidade
singptica e memoria (Neill et al., 2010). Além do receptor NMDA,
foram descritas outras duas classes de receptores de glutamato
ionotropico, o  receptor  4acido  a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolepropriénico (AMPA) e o receptor de cainato. O aminoacido
glicina é um co-agonista necessario para a ativacdo do NMDA (Thomas
et al., 2017). Na maior parte das sinapses, 0 glutamato é o agonista
liberado a partir do terminal pré-sinaptico. Outros agonistas do local de
ligacdo da glicina incluem D-serina e D-cicloserina. A ativacdo do local
de ligacdo da glicina é necesséaria, mas nao suficiente para a abertura do
canal. E um local modulatério alostérico que regula 0 momento e a taxa
de dessensibilizacdo do canal (Frohlich e Van Horn, 2014).

Dessa forma, a hip6tese glutamatérgica é associada com os sintomas
negativos, que incluem o isolamento social, apatia, anedonia e alogia.
Além disso, um potencial mecanismo molecular que influéncia a
cognicdo na esquizofrenia estd relacionado com a via do metabolismo
do glutamato (Jia et al., 2010). Os sintomas cognitivos envolvem
distarbios nas funcgdes executivas, comprometimento da meméria de
trabalho e incapacidade de sustentar a atencao (Sen et al., 2008).

Antagonistas de NMDA tém a capacidade de mimetizar o
comprometimento cognitivo e os sintomas negativos da esquizofrenia
(Coyle e Tsai, 2004; Neill et al., 2010). A hipotese evoluiu a partir de
estudos envolvendo antagonistas de receptores NMDA, como a
cetamina (CET) administrada a individuos saudaveis. Estudos
demonstraram que a administracdo de CET mimetiza sintomas positivos
e negativos da esquizofrenia (Adler et al., 1999), além de demonstrar
aumentar o glutamato, indicando que a hipofuncdo do receptor 4 de
NMDA e a transmissdo 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 possiveis
acOes antidepressivas, ainda em investigacdo (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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veterinaria (Rowland et al., 2005). E reconhecida pela Organizagdo
Mundial da Salde como um medicamento essencial para qualquer
sistema de salde béasica (Organizacdo Mundial da Salde, 2011).

Além dos fortes fatores de risco genético com estimativas de
herdabilidade de 80%, fatores ambientais adversos durante o
desenvolvimento e estagios peripuberais tem papéis fundamentais na
etiologia da doenca (Huang et al, 2008). Os medicamentos
antipsicéticos sdo projetados para direcionar os sintomas positivos,
entretanto, 0s sintomas negativos e cognitivos respondem mal ao
tratamento (Buchanan et al., 1998). Problemas cognitivos, tais como
déficits em areas de funcionamento executivo, incluindo meméria de
trabalho e inibicdo, bem como meméria e atencdo, sdo uma
caracteristica central da esquizofrenia (Minzenberg et al., 2009).

Os déficits cognitivos relacionam-se a uma qualidade de vida mais
debilitante. IntervencBes como terapias psicoldgicas, tratamento
comunitario, treinamento de habilidades, remediacdo cognitiva e
emprego apoiado estdo atualmente disponiveis para individuos 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 sao
avaliados em um a dois desvios padrdo abaixo dos escores de controles
saudaveis em termos de funcdo cognitiva (Uggerby et al., 2011), e os
sintomas cognitivos estdo presentes em um nivel mais alto em parentes
bioldgicos ndo afetados em relacdo & populagdo em geral, indicando
uma contribuicdo genética para o prejuizo (Lewis et al., 2003). Como
tal, um foco-chave na literatura tem sido a de olhar para potenciais vias
genéticas para obter uma melhor compreensdo dos mecanismos
moleculares por tras da disfuncdo cognitiva na esquizofrenia (Jia et al.,
2010).

H& evidéncias de que varios sistemas de neurotransmissores S&o
afetados na prole adulta exposta a AIM. Alteracbes em sistemas
dopaminérgicos tém sido amplamente relatadas, mas ndo sdo
consistentes com relagdo a se eles relatam perda de neur6nios
dopaminérgicos, inervacdo dopaminérgica ao nlcleo accumbens,
estriado e cortex pré-frontal (Meyer et al., 2008; Romero et al., 2010) ou
um aumento no ndmero de neurdnios dopaminérgicos e liberacdo de
dopamina (Zuckerman et al.,, 2003). Alteracdes em sistemas
glutamatérgicos também foram relatadas incluindo uma proporcéo
aumentada de fluxo de receptor de AMPA para NMDA no hipocampo
(Roumier et al., 2008), diminuicdo da expressdo da subunidade do
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receptor NMDA, NR1 (Meyer et al., 2008) e prejuizo da potencializacdo
a longo prazo (LTP) hipocampal (Lante et al., 2008).

Estudos tem sugerido que a exposi¢do ao LPS pré-natal ou Poly I:.C
resultam na diminuigdo da 5-HT em varias regides do cérebro (Fatemi et
al., 2008; Wang et al., 2009). Os estudos funcionais sdo geralmente
consistentes com o aumento da liberacdo de dopamina no estriado
(Zuckerman et al., 2003), diminuicdo da transmissdo glutamatérgica
mediada por NMDA (Roumier et al., 2008) e diminui¢do da transmissdo
GABAérgica no hipocampo (Ducharme et al., 2012). Dados estes
encontrados em modelos animais e que sdo consistentes com
anormalidades encontradas em pacientes adultos com esquizofrenia (Da
Silveira et al., 2017).

1.9 JUSTIFICATIVA

Estudos epidemioldgicos tém demonstrado evidéncias de que a
infeccdo pré-natal estd associada com um aumento no risco para o
desenvolvimento de varios transtornos psiquiatricos e neuroldgicos,
sendo mais proeminente esquizofrenia, autismo e paralisia cerebral.
Embora essas associacGes fornecam evidéncias de que a infec¢do pré-
natal pode contribuir para o desencadeamento destas doengas, elas ndo
provam 0 nexo de causalidade. Modelos animais apontam evidencias
gue uma infeccdo pré-natal pode realmente causar alterag@es transitérias
ou permanentes nas fun¢des do SNC e que mecanismos levariam a essas
alteracdes.

Infeccdo com a consequente ativagdo imune materna é o foco do
presente estudo utilizando modelo animal no intuito de compreender os
mecanismos fisiopatolégicos envolvidos no papel da resposta imune
precoce na etiologia de alteracbes do desenvolvimento neuroldgico.

Neste estudo hipotetizou-se que a ativacdo imune no periodo
gestacional pode resultar em alteracbes no perfil inflamatério e
exacerbar sintomas semelhantes a esquizofrenia na vida adulta da prole.
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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 periodo pré-natal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Avaliar os niveis de IL-1p, IL-2, IL-5, IFN-y, GM-CSF, IL-4, IL-6,
IL-18, MIP-3a, TNF-a, IL-7, IL-10, MIP-1a e EPO em 6, 12 e 24 horas,
no cérebro de fetos apds inducdo de LPS nas ratas prenhas no 15° dia
gestacional.

 Avaliar os niveis de TBARS e grupamentos carbonil no liquido
amnidtico de ratas Wistar prenhas no 15° dia de gestacdo e no cérebro
de fetos em 6, 12 e 24 horas apds inducgdo de LPS no periodo pré-natal.
 Avaliar a atividade da SOD e CAT no liquido amnidtico de ratas
Wistar prenhas no 15° dia de gestacdo e no cérebro de fetos em 6, 12 e
24 horas ap6s inducdo de LPS no periodo pré-natal.

« Avaliar a expressdo da MPPs 2 e 9 através no liquido amniético de
ratas Wistar prenhas no 15° dia de gestacdo e no cérebro de fetos em 6,
12 e 24 horas ap6s inducdo de LPS no periodo pré-natal.

« Avaliar a integridade da BHE no hipocampo, cortex cerebral de ratas
Wistar prenhas no 15° dia de gestacdo em 6, 12 e 24 horas apés inducéo
de LPS no periodo pré-natal.

« Avaliar a integridade da BP na placenta e cérebro de fetos em 6, 12 e
24 horas ap6s inducédo de LPS no periodo pré-natal.

« Avaliar a memodria de habituacdo e reconhecimento de objetos novos
na vida adulta da prole de ratas prenha submetidas a inje¢do de LPS no
15° dia de gestacdo, 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 15° dia de gestacdo, e submetidas ao modelo animal
de esquizofrenia induzido por CET.

« Avaliar a inibicdo por pré-pulso do reflexo de sobressalto na vida
adulta da prole de ratas prenha expostas ao LPS no 15° dia de gestacéo,
e submetidas ao modelo animal de esquizofrenia induzido por CET.
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« Avaliar os niveis de BDNF e NGF no hipocampo e cortex 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 METODOS
3.1 LOCAL DE REALIZAGAO DA PESQUISA

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Microbiologia
Experimental, Laboratério de Neurociéncias e Laboratério de
Fisiopatologia Experimental da Universidade do Extremo Sul
Catarinense (UNESC), Laboratério de Fisiopatologia Clinica 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 incluidos no estudo um total de 466 ratos Wistar. Desses, 178
eram fémeas prenhas (com peso corporal de 250 a 300 g) e seus
respectivos fetos e 288 machos adultos da prole dessas ratas para 0s
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
agua sempre disponiveis.

O projeto foi aprovado no Comité de Etica no Uso de Animais da
UNESC, protocolos de aprovagdo 114/2013-2 e 066/2016-1 em anexo.

3.3 PREPARACAO E EXPOSICAO AO LPS

Esfregacos vaginais diarios foram coletados para monitorar o ciclo
estral das fémeas, que passaram por um periodo de 24 horas de
acasalamento. A presenca de espermatozéide tomada na manha seguinte
representou o zero (0) dia de gestagdo. O peso das ratas foi obtido para
confirmar a gravidez.

No 15° dia gestacional as ratas receberam uma injecéo intraperitoneal
(i.p) de LPS (Escherichia coli 05: B55) (LPS; 0,25 mg/kg; Sigma, St.
Louis, MO), diluido em 1 mg/ml de solucdo salina tamponada com
fosfato (PBS), e 0 mesmo volume equivalente de PBS foi injetado nos
animais do grupo controle (Oskvig et al., 2012). Os animais foram
monitorados diariamente apds a injecdo de LPS para verificacdo 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 ¢ 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 condi¢do
humana de psicopatologia associada com o grupo de alteragcbes 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 solucgéo salina
estéril no volume de 1 mi/kg de peso corporal (Zugno et al., 2013). No
Ultimo 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 analises imunoquimicas

Ratas Wistar prenhas no 15° dia de gestagédo 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 incisdo abdominal para a retirada dos
fetos em 6, 12 e 24 h apds a administracdo de LPS (Oskvig et al., 2012).

Apo6s a remocao dos fetos, os mesmos foram decapitados e 0s cérebros
retirados para as analises dos niveis de IL-1pB, IL-2, IL-5, IFN-y, GM-
CSF, IL-4, IL-6, IL-18, MIP-3a, TNF-a, IL-7, IL-10, MIP-1a e EPO.
Cada tempo de morte teve ambos 0s grupos experimentais com um
nimero 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 liquido amniético e o
cérebro dos fetos foram removidos para dosagens dos niveis de medida
de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), grupamentos
carbonil, atividade da atividade da SOD, catalase (CAT) e expresséo da
MMPs 2 e 9 em 6, 12 e 24 h apds a injecdo. Com um ndmero de 12 ratas
para cada tempo de investigacao, totalizando 36 ratas.
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Para avaliacdo da BHE e BP ratas prenhas foram mortas também nos
mesmos tempos e grupos acima descritos, com um namero de 12 ratas
por tempo, totalizando 36 ratas. As ratas foram decapitadas e o
hipocampo e cortex cerebral removidos para avaliacdo da integridade da
BHE. A placenta e o cérebro dos fetos foram retirados ap6s incisdo
abdominal para a avaliagdo da integridade da BP (figura 2).

15° dia de 6 h apos 12 h apos 24 h apos
Oh 24h gestag@o injecéo injecéo injecdo
I I I | I I
| I I I I I
Acasalamento  Desacasalamento Injegéo

Hipocampo, cértex cerebral,

PBS LPS liquido amnidtico e cérebro dos
(controle) fetos
v

Mediadores inflamatorios, TBARS,
grupamentos carbonil, SOD, CAT,
MMP 2 e 9, BHE e BP

Figura 2. Representacdo do tempo de inducdo do LPS, morte dos animais e
retirada das estruturas para as analises imunoquimicas.

3.5.2 Protocolo experimental para os testes comportamentais

Para os testes comportamentais foram utilizadas 35 ratas prenhas no
15° dia de gestacdo para o grupo LPS e 35 ratas prenhas para o grupo
controle (PBS), (0 nimero de ratas por grupo para a realizacdo do
experimento foi uma estimativa de acordo com a média encontrada na
literatura de que cada ninhada tem de 4 a 5 ratos machos). Apés a
injecdo de LPS ou PBS, por via i.p, as ratas retornaram para suas caixas
moradias onde permaneceram até o nascimento das ninhadas (entre o
21° a 22° dia de gestacdo). Apds 0 nascimento as ratas permaneceram
com os filhotes até o desmame, realizado no 21° dia pés-natal, quando
0s ratos machos foram separados e isolados das fémeas e permaneceram
até 0 53° dia p6s-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, 0s 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). Apds sete dias de tratamento (53° ao 59°), os animais realizaram
0s testes comportamentais de habituagcdo ao campo aberto e
reconhecimento de objeto novos (n = 96 para a realizagdo dos dois
testes), atividade locomotora (n = 96 animais) e teste de IPP do reflexo
de sobressalto (h = 96 animais). Totalizando 288 animais para a
realizacdo dos quatros testes comportamentais.

Apbs os testes comportamentais os animais foram mortos por
decapitacdo e seis animais por grupo foram escolhidos aleatoriamente e
0 hipocampo e cértex cerebral foram removidos para as dosagens de
BDNF e NGF (figura 3).

Cetamina (5, 15 e 25 mg'kg)

21° dia . .
i.p., uma vez ao dia
Acasalamento 15° dia de I
Dh 24n gestacdo 53°dia 54°dia 55°dia 56°dia 57°dia 58°dia 59°dia 60°dia
[ I | | | | | | | I |
I I | [ I I | [
Desacasalamento Inje¢do \Ia
PES Lpg Desmame Habituacdo ao campo

da prole aberto, reconhecimento de

objetos novos, atividade
locomotora e IPP do
reflexo do sobressalto

(controle)

Hipocampo e
cortex cerebral

BDNF e NGF

Figura 3. Representacdo do tempo de indugéo do LPS, tempo de tratamento e a
realizacdo dos testes comportamentais.

3.6 IMUNOQUIMICA
3.6.1 Analise das citocinas

Os niveis 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 fluorescéncia e nos
pares de anticorpos. Trata-se de reagentes sensiveis, especificos e
amplamente utilizados, obtidos por numerosos fabricantes e os dados
recolhidos utilizando kit multiplex XMAP sdo amplamente referenciados
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na literatura em estudos nos quais multiplas proteinas sdo analisadas
simultaneamente. Os extratos celulares totais do cérebro foram
homogeneizados em tampdo de diluicdo de lise de acordo com as
instrucdes do fabricante, seguido de centrifugacéo a 4 °C durante 10 min
a 10.000 rpm. Inicialmente, aliquota de 50 ul da amostra foi transferida
para os pogos da placa que foi lavada 2 vezes e adicionado 100 pl de
tampdo de ensaio a cada pogo. Apds, foram adicionados 50 pl de padrao
ou controle em cada pogo. A placa foi incubada em um agitador de
placas (850 rpm) no escuro a temperatura ambiente (TA) durante 60
min. A placa foi entdo colocada no separador magnético e incubada
durante 60 s. O sobrenadante foi cuidadosamente removido de cada
poco por inversdo manual. As placas foram lavadas 3 vezes e adicionado
100 pl de tampdo de bloqueio em cada pogo para assegurar a auséncia
de quaisquer anticorpos indesejaveis ou ndo especificamente ligados.
Apos este protocolo, foi adicionado 25 ul de um anticorpo de detecgdo a
cada pogo. A incubacdo 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 pl de estreptavidina a cada poco. A placa foi incubada em um
agitador de placas (850 rpm) no escuro a TA durante 10 min. O
sobrenadante foi cuidadosamente removido por inversdo manual, e a
lavagem foi realizada como anteriormente descrito. Adicionou-se 125 pl
de tampdo de lavagem a cada pogo e colocou-se a placa sobre um
agitador durante aproximadamente 30 s para se conseguir uma agitacdo
leve das amostras. As amostras foram feitas em duplicata utilizando um
sistema Bio-Plex (Bio-Plex 200 Systems, BioRad, Hercules, CA) e a
andlise dos dados foi conduzida no Bio-Plex Manager 4.0 utilizando um
modelo de regresséo logistica de 5 parametros.

3.6.2 Avaliacdo dos niveis de TBARS, grupamentos carbonil de
proteinas e atividade de SOD e CAT

Medida de substancias reativas ao &cido tiobarbitirico (TBARS):
Como indicio de peroxidacdo lipidica foi medido niveis de TBARS
durante uma reacdo acida aquecida como previamente descrito (Draper e
Hadley, 1990). Brevemente, as amostras obtidas foram misturadas com
1 ml de &cido tricloroacético 10% e 1ml de 4cido tiobarbitlrico, fervidas
por 15 minutos e apds a quantidade de TBARS foi determinada pela
absorbancia em 535 nm.
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Medida do dano oxidativo em proteinas do grupo carbonila: O dano
oxidativo em proteinas foi determinado pela medida de grupos carbonila
conforme previamente descrito (Levine et al., 1990). Brevemente, as
amostras obtidas foram precipitadas e as proteinas dissolvidas com
dinitrofenilidrazina. Os grupos carbonila foram medidos pela
absorbancia em 370 nm.

Atividade da superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT): a
atividade da CAT foi determinada medindo a taxa de decaimento da
absorbancia do perdxido de hidrogénio em 240 nm conforme
previamente descrito (Aebi, 1984; Bannister e Calabrese, 1987). A
atividade da SOD foi determinada pela inibicdo da auto-oxidacéo da
adrenalina medida espectrofotometricamente, conforme previamente
descrito (Lissi et al., 1995).

3.6.3 Avaliacdo das MPPs 2 e 9

Para executar as o Western blotting, as amostras foram primeiro
homogeneizadas em tampdo Laemmli (62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8, 1%
(p/v) de SDS, 10% (v/v) de glicerol). As concentracfes de proteinas
foram analisadas pelo método de Lowry (1951), e utilizadas para
normalizar a quantidade de proteina, foi utilizado 30 pg para a
eletroforese em gel monodimensional de dodecil sulfato de sddio-
poliacrilamida (SDS-PAGE) em um sistema descontinuo usando gel 10-
15%. As proteinas separadas foram, em seguida, transferidas para
membranas de nitrocelulose utilizando tampdo 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 transferéncia Bio-Rad resfriada. A carga de
proteina e a eficiéncia da transferéncia foram verificadas com coloracédo
Ponceau S. Apds, os sitios de proteinas inespecificos foram bloqueados
por uma hora de incubag¢do com solugdo bloqueadora (5% albumina) em
tampao 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). ApGs a incubagdo, o
anticorpo primario foi removido e as membranas foram lavadas quatro
vezes durante 15 min. Apds a lavagem, os anticorpos secundarios
conjugados com peroxidase (diluicdo 1:2500) foram aplicados a
membrana e uma incubacdo por 2 h a 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 quimioluminescéncia SuperSignal West
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Pico (Carr et al.). A quantificacdo das bandas foi avaliada utilizando-se
0 Software Image Lab (Bio-Rad). Seguidamente, a membrana foi
submetida ao processo de ‘stripping’ e incubada com um anticorpo
contra B-Actina (sigma - A2228) na presenga de 5% de leite. Apés a
lavagem, o0s anticorpos secundarios conjugados com peroxidase
(diluicdo 1:10000) foram aplicados @ membrana e uma incubagéo por 1
hora & 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 quimioluminescéncia 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 ap6s
indugdo do LPS em ratas prenhas no 15° dia de gestacdo. O corante azul
de Evan’s a 2% foi dissolvido em solucdo salina de cloreto de sédio 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 cortex cerebral foram
removidos e uma incisdo abdominal foi realizada para a retirada da
placenta e dos fetos (Weiss et al., 2009). Em seguida as amostras foram
homogeneizadas em &cido tricloroacético (TCA) 50% (pH 7,4) e
centrifugadas em 10.000 rpm a 4 °C durante 20 minutos, o corante
extraido foi diluido com etanol (1:3), e determinada a sua fluorescéncia
(excitagdo em 620 nm e emissdo a 680 nm) com um espectrofotdmetro
de luminescéncia (Hitachi 650-40, Téquio, Japdo). O teor de azul de
Evan’s no tecido foi quantificado a partir de uma linha padréo linear
derivada de quantidades conhecidas do corante e expressa por grama de
tecido (Smith e Hall, 1996).

3.6.5 Avaliacao dos niveis de BDNF e NGF
Os niveis de BDNF e NGF foram medidos por ensaio

imunoenzimatico, utilizando-se kits comerciais de acordo com as
instrucbes do fabricante (NGF e BDNF de Chemicon, EUA).
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Resumidamente, fatias de cérebro foram homogeneizadas em PBS com
1 mM de flaor fenilmetilsulfonil (PMSF) e etileno glicol 1mM bis (2-
aminoetil éter)-N, N, N'N' acido tetraacético (EGTA). Placas de
microtitulacdo (96 pocgos de fundo plano) foram revestidas por 24 h com
as amostras diluidas 1:2 em diluente de amostra. Entdo, as placas foram
lavadas quatro vezes com diluentes amostras. Anticorpo monoclonal de
coelho anti-BDNF e anticorpo monoclonal de coelho anti-NGF diluido
1:1000 em diluente de amostra foram incubadas por 3 h em temperatura
ambiente. Ap6s a lavagem, uma segunda incubacdo com anti-coelho
conjugado 1:1000 do anticorpo peroxidase diluida para 1 h em
temperatura ambiente foi realizado. Apds a adicdo de estreptavidina-
enzima-substrato, e a quantidade de BDNF e NGF foi determinada para
absorbancia de 450 nm. A curva padrdo demonstrou uma relagdo direta
entre a densidade Optica (DO) e concentracdo de BDNF e NGF. A
proteina total foi medida pelo método de Lowry (1951) usando soro
albumina bovina como padréo (Lowry et al., 1951).

3.7 TESTES COMPORTAMENTAIS
3.7.1 Habituagdo ao Campo Aberto

O teste comportamental de habituacdo 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 retdngulos iguais por linhas pretas
(figura 4). Os animais foram cuidadosamente colocados no quadrante
traseiro esquerdo, e deixados explorar o campo por 5 min (sessdo de
treino). Imediatamente apds isso, os animais foram levados de volta para
a sua gaiola, e 24 h mais tarde foram novamente submetidos a uma
sessdo de campo aberto semelhante (sessdo de teste). Cruzamento das
linhas pretas e levantamentos realizados em ambas as sessGes foram
contados. A diminuicdo do nimero de cruzamentos e levantamentos
entre as duas sessdes foi tomado como uma medida da retencdo de
habituacdo (Vianna et al., 2000).
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Figura 4. Teste comportamental de Habituacdo ao campo aberto. Fonte
Laboratério 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 explorard o ambiente por 5 minutos (figura 5). O primeiro dia
serve como habituacdo do animal. No segundo dia o animal foi
recolocado no aparato, no qual estavam dois objetos iguais, 0 objeto A e
objeto B (forma, tamanho e cor), contou-se o tempo que 0 animal
explorou cada objeto (A e B) (De Lima et al., 2005). No dia seguinte (24
h ap6s) o mesmo procedimento é realizado, porém é trocado o objeto B
pelo objeto C (diferente do objeto A), conta-se o tempo de exploragdo
de cada objeto. Este teste avalia a memoria de longa duracéo.
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Figura 5. Teste comportamental de reconhecimento de objetos novos. Fonte
Laboratdrio de Microbiologia Experimental/UNESC. Figura desenvolvida por
Allan Collodel, 2017.

3.7.3 Atividade Locomotora

A andlise da atividade locomotora foi realizada em uma caixa com 50
X 25 x 50 cm de dimensdo. Os animais foram submetidos
individualmente a exploracdo durante o periodo de 15 minutos e a
atividade locomotora foi avaliada automaticamente através do uso de
uma caixa de atividade locomotora (Insight equipamentos para
laboratério, Ribeirdo Preto, SP), que monitorada a distancia percorrida
(cm) pelo animal, dividindo o tempo total de avaliagdo em blocos de 5
minutos (figura 6) (De Oliveira et al., 2009; Canever et al., 2010).

Figura 6. Teste comportamental de atividade locomotora. Fonte Laborato6rio de
Microbiologia Experimental/UNESC. Figura desenvolvida por Allan Collodel,
2017.
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3.7.4 Inibicdo por pré-pulso do reflexo de sobressalto

A quantificacdo 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 vedacdo 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 apresentacBes de pulso sozinho (P), com uma
intensidade de 120 dB por 50 ms; 2) 8 apresentagdes de cada
intensidade de pré-pulso (PP) sozinho, intensidades de 65, 70 e 75 dB,
com 3000 Hz de frequéncia por 20 ms; 3) 10 apresenta¢des de cada
intensidade de PP + P, com um intervalo de 50 ms (Levin et al., 2011).

A integridade do filtro sensdrio-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
estimulos repentinos e intensos (Swerdlow e Geyer, 1998). No
fendmeno de IPP, a diminuicdo da resposta ao pulso (P), estimulo
repentino e intenso, ocorre quando esse é precedido de um PP, estimulo
menos intenso. Assim, o IPP reflete a acdo protetora do filtro sensério-
motor contra interferéncias: o estimulo mais fraco ndo sé desencadeia o
Seu processamento, como também é capaz de suprimir o processamento
de um estimulo mais forte subsequente (Graham, 1975). O resultado
indica a porcentagem de IPP, avaliando assim as func¢des sensorio-
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
Laboratdrio de Microbiologia Experimental/UNESC. Figura desenvolvida por
Allan Collodel, 2017.

3.8 ANALISES ESTATISTICAS

Para as andlises de citocinas, TBARS, grupamentos carbonil,
atividade da SOD e CAT, MMPS 2 e 9, BHE e BP os dados foram
apresentados como média + erro padrdo da média (EPM) e a
comparagdes entre os grupos foram realizadas utilizando o teste t de
Student independente. Para os testes comportamentais de habituagéo ao
campo aberto, atividade locomotora, IPP e niveis de BDNF e NGF os
dados foram apresentados como média + EPM e analisados por teste de
variancia (ANOVA) de duas vias, seguido de teste post hoc Tukey. Para
as comparacdes entre as sessdes treino e teste na tarefa de habituacéo ao
campo aberto foi utilizado o teste t para amostras pareadas. Para o teste
comportamental de reconhecimento de objetos novos os resultados estéo
expressos em mediana e intervalo interquartil e as comparagfes foram
realizadas utilizando o teste U de Mann-Whitney. As comparacdes intra-
grupo foram realizadas utilizando o teste de Wilcoxon. Em todas as
comparagdes, p<0,05 foi considerado significativamente estatistico.
Todas as andlises foram realizadas utilizando o programa Statistical
Package for the Social Science (SPSS) verséo 20.0.
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4. RESULTADOS

Na figura 8, demonstra-se 0s niveis de IL no cérebro de fetos expostos
a AIM no 15° dia de gestacdo. Os animais foram avaliados em 6, 12 e 24
h ap6s injecdo de LPS ou PBS nas ratas prenhas. Em 6 e 24 h houve um
aumento de IL-1B (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 niveis de IL-4 diminuiram em 12 h
(p<0,01) e aumentaram em 24 h (p<0,001) no grupo LPS (figura 8D).
Os niveis de IL-6 foram aumentados em 12 h (p<0,05) e 24 h (p<0,001)
apos a injecdo de LPS (figura 8E). Os niveis 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 niveis de 1L-18 (figura 8H) em 6 (p<0,05) e 24 h (p<0,001)
e uma diminui¢do em 12 h no grupo LPS (p<0,01).
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Figura 8. Niveis de IL no cérebro de fetos expostos a AIM. As ILs foram
avaliadas em 6, 12 e 24 h ap6s injecdo de LPS ou PBS no 15° dia de gestagdo.
IL-1B (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 niveis de TNF-a, IFN-y, GM-CSF, MIP-1a,
MIP-3a, e EPO no cérebro de fetos expostos a AIM no 15° dia de
gestacdo. Os animais foram avaliados em 6, 12 e 24 h ap0s injecdo de
LPS ou PBS nas ratas prenhas (figura 9). Em 6 e 24 h houve um
aumento de IFN-y (p<0,05, p<0,01, respectivamente, figura 9A) e GM-
CSF (p<0,05, p<0,001, respectivamente, figura 9B) no grupo LPS
guando comparado ao grupo controle. Houve um aumento dos niveis de
MIP-3a (figura 9C) em 6 (p<0,05) e 24 h (p<0,001) e uma diminui¢do
em 12 h no grupo LPS (p<0,05). Na figura 9D, os niveis de TNF-a
(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. Niveis de citocinas no cérebro de fetos expostos a AIM. As citocinas
foram avaliadas em 6, 12 e 24 h ap0s injecdo de LPS ou PBS no 15° dia de
gestacdo. IFN-y (A), GM-CSF (B), MIP-3a (C), TNF-a (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 niveis de TBARS, grupamentos carbonil e
atividade da SOD e CAT no liquido amniético de ratas Wistar prenhas
submetidas a inje¢do de LPS ou PBS no 15° dia de gestacdo. Os niveis
de TBARS foram aumentados em 12 e 24 h ap6s a injecdo de LPS
guando comparado com o grupo controle (p<0,05 e p<0,001,
respectivamente, figura 10A). Os niveis de grupamentos carbonil
aumentaram apenas em 12 h apds a injecdo de LPS (p<0,05, figura
10B). A atividade da SOD foi aumentada em 6, 12 e 24 h no grupo LPS
guando 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. Niveis de malondialdeido (MDA), grupamentos carbonil e atividade da

superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) no liquido amniético de ratas

Wistar

prenhas no 15° dia de gestacdo em 6, 12 e 24 ap06s a injecdo de LPS ou PBS. Os niveis 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 niveis de TBARS, grupamentos carbonil e
atividade da SOD e CAT no cérebro de fetos submetidos a AIM no 15°
dia de gestacdo. Os niveis 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).
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Figura 11. Niveis de malondialdeido (MDA), grupamentos carbonil e atividade
da superdxido 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 ap6s inje¢do de LPS ou PBS no 15° dia de gestagdo.
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 expressdo de MMPs 2 e 9 no liquido
amnidtico de ratas Wistar prenhas submetidas a injecdo de LPS ou PBS
no 15° dia de gestacdo. A MMP 2 foi aumentada em 12 e 24 h (p<0,05,
p<0,05, respectivamente, figura 12A). No entanto, a expressdo de MMP
9 foi aumentada apenas em 6 h no grupo LPS quando comparado ao
grupo controle (p<0,01, figura 12B).
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Figura 12. Avaliagdo da expressdao de metaloproteinases de matriz (MMPs) 2 e
9 no liquido amnidtico (A e B) de ratas Wistar prenhas. Os dados foram
avaliados em 6, 12 e 24 h apds inje¢do de LPS ou PBS no 15° dia de gestagdo.
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 expressdo de MMPs 2 e 9 no cérebro de fetos
submetidos a AIM no 15° dia de gestacdo. MMP 2 foi aumentada
somente em 12 h (p<0,01, figura 13A) e a expressdo 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. Avaliacdo da expressdo 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 apds injecdo de LPS ou PBS no 15° dia de gestacdo. 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 cdrtex cerebral e a
integridade de BP na placenta e no cérebro de fetos de ratas Wistar
prenhas apds injecdo de LPS ou PBS no 15° dia de gestacéo, 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 cortex 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 disfuncdo em 6 e 24 h ap6s a infeccdo de LPS
(p<0,05, p<0,05, respectivamente, figura 14D).
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Figura 14. Integridade da BHE no hipocampo (A), cortex cerebral (B) e
integridade da barreira placentaria na placenta (C) e no cérebro de fetos (D) de
ratas Wistar prenhas em 6, 12 e 24 h ap06s inje¢do de LPS ou PBS no 15° dia de
gestacdo. Os dados foram expressos como média + EPM (n=6) e 0s grupos
foram comparados utilizando teste t de Student pareado. *p<0,05 quando
comparado ao grupo controle.
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Sessenta dias apds 0 nascimento, ja em vida adulta, a prole de ratas
exposta e ndo expostas a AIM no periodo gestacional foi submetida aos
testes comportamentais. No teste de habituacdo ao campo aberto (figura
15), avaliou-se os efeitos do LPS no periodo pré-natal e da
administragdo de CET na idade adulta. A administragdo de LPS durante
0 periodo pré-natal ndo teve efeito no nimero de cruzamentos (p=0,36)
e de levantamentos (p=0,11). No entanto, a administracdo de CET
apresentou efeito no nimero de cruzamentos e levantamentos (p<0,001).
A ANOVA de duas vias ndo mostrou interacdo entre LPS e CET no
numero de cruzamento (p=0,08) e levantamentos (p=0,92). Na sessdo
teste, houve uma reducdo significativa no nimero de cruzamentos e
levantamentos nos grupos controle/salina e controle/CET 5 mg/kg
guando comparado com a sessao treino (p<0,05), demonstrando
memoéria de habituacdo nesses grupos. Entretanto, os grupos controle
que receberam as doses de CET 15 e 25 mg/kg ndo apresentaram
diferengas no nimero de cruzamentos e levantamentos entre as sessdes
treino e teste, demonstrando prejuizo de meméria. Nos animais dos
grupos LPS que receberam tratamento com salina e CET em todas as
doses, ndo houve diferenca entre as sessdes treino e teste, demonstrando
comprometimento da memoria de habituacdo nesses grupos.
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Figura 15. Teste comportamental de habituagdo ao campo aberto com ratos Wistar
submetidos a AIM no periodo pré-natal e exposto a administracdo 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 comparagdes entre as sessdes treino e teste na tarefa de
habituacdo ao campo aberto foi utilizado o teste t de Student para amostras
pareadas. *p<0,05 quando comparado com a sessdo treino.
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No teste de reconhecimento de objetos, figura 16, observou-se uma
diferenca significativa na exploracdo dos novos objetos nos grupos
controle/salina (p<0,01) e controle/CET 5 mg/Kg (p<0,05) entres as
sessdes treino e teste, demonstrando memaria de reconhecimento nesses
grupos. No entanto, 0s grupos controle que receberam as doses de CET
15 e 25 mg/kg ndo apresentaram diferenca no indice de reconhecimento
de novos objetos. Nos ratos dos grupos LPS que receberam tratamento
com salina e CET em todas as doses, ndo houve diferenca entre as
sessdes treino e teste, demonstrando prejuizo de memoria de
reconhecimento nesses grupos.
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Figura 16. Teste comportamental de reconhecimento de objetos com ratos
Wistar submetidos a AIM no periodo pré-natal e exposto a administracdo de
CET em diferentes doses 5, 15 e 25 mg/kg na vida adulta. Os resultados estdo
expressos em mediana e intervalo interquartil e as comparacfes foram
realizadas utilizando um teste U de Mann-Whitney. As comparacdes intra-grupo
foram realizadas utilizando os testes de Wilcoxon (n=12). *p<0,05 quando
comparado com a sessdo treino.

A figura 17 demonstra que a administracdo de LPS durante o periodo
pré-natal ndo teve efeitos sobre a atividade locomotora (p=0,15). No
entanto, a administracdo da dose de CET 25 mg/kg aumentou a distancia
percorrida pelos ratos tanto no grupo controle quanto nos animais que
receberam injecdo de LPS no periodo pré-natal (p<0,001). A ANOVA
de duas vias ndo mostrou diferenga na interagdo de CET versus LPS
(p=0,125).
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Figura 17. Teste de atividade locomotora com ratos Wistar submetidos a AIM
no periodo pré-natal e exposto a administracdo 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 administracdo de LPS e CET tiveram efeito na IPP (p<0,001).
Houve uma interacdo entre LPS e CET em 65 (p<0,05) e 70 dB
(p<0,05). Entretanto, ndo houve interagcdo em 75 dB (p=0,87). O grupo
LPS mais CET 25 mg/kg mostrou uma diminuicdo 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 diminuiram 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 diminui¢cdo do IPP em comparagdo com 0 grupo
controlo/salina na intensidade de 75 dB. Nos grupos LPS que receberam
CET 15 e 25 mg/kg houve uma diminuicdo do IPP comparado com 0s
grupos controle/salina e LPS/salina, figura 18.
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Figura 18. Teste comportamental de IPP do reflexo de sobressalto com ratos
Wistar submetidos a AIM no periodo pré-natal e exposto a administracdo 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 interagdo de LPS versus CET
(p<0,01) nos niveis de BDNF. As doses de CET 15 e 25 mg/kg
aumentaram os niveis de BDNF no grupo LPS quando comparado com
controle/salina, LPS/salina e seus respectivos controles de dose de CET.
No coértex pré-frontal ndo houve efeito para LPS (p=0,12) e CET
(p=0,07), mas houve interagdo para LPS versus CET (p<0,001). No
grupo LPS/CET 15 mg/kg e LPS/CET 25 mg/kg houve uma diminui¢do
dos niveis de BDNF em comparagdo 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 ndo para CET (p=0,06) e houve interagcdo entre LPS
versus CET (p<0,05). No LPS/CET 25 mg/kg os niveis de NGF foram
aumentados em comparacdo com controle/salina e controle/CET 25
mg/kg. No cortex pré-frontal ndo houve efeito para LPS (p=0,63) e CET
(p=0,57) e a ANOVA de duas vias ndo mostrou interagdo para CET
versus LPS (p=0,39), figura 19B.
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Figura 19. Efeitos da AIM nos niveis de BDNF e NGF no hipocampo e cdrtex
pré-frontal da prole com 60 dias de vida, ap6s administragdo 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. DISCUSSAO

A exposicdo pré-natal ao LPS provoca lesbes comportamentais e
neuroquimicas tanto a mée quanto na prole durante a gestagdo (Wang et
al., 2006; Fortier et al., 2007; Romero et al., 2007; Kirsten et al., 2010).
Foi sugerido que os efeitos da exposi¢cdo materna ao LPS no cérebro
fetal em desenvolvimento sdo mediados pela inducdo de citocinas na
circulagdo ou na placenta materna (Ashdown et al., 2006). Varios
pesquisadores relataram que o LPS também afeta a atividade do SNC
levando ao comportamento doentio em roedores, como diminui¢do na
atividade exploratéria, no comportamento social, digestivo, sexual,
anedonia, na aprendizagem e func¢des cognitivas (Larson e Dunn, 2001;
Kirsten et al., 2010; Zhu et al., 2014). O LPS no periodo pré-natal pode
também induzir aborto espontaneo e reabsorcdo embrionaria (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 15° dia gestacional, o que se aproxima do segundo trimestre da
gestacdo humana (Meyer et al., 2009). Foram avaliados niveis de
citocinas pro e anti-inflamatorias, parametros de estresse oxidativo,
expressdo de MMPs 2 e 9, integridade da BHE e BP. Além disso, foi
avaliado memoria de habituacdo 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 € responsavel por muitos dos sintomas de
doencas relacionadas a inflamacéo ou infeccédo sistémica (Rivest, 2003).
A administracdo de LPS durante o periodo gestacional é capaz de
influenciar a resposta inflamatoria de células no cérebro dos fetos
(Kirsten et al., 2010). Esta resposta inflamatdria foi igualmente
observada no presente estudo, em que os niveis de IL-1p, IL-2, IL-5,
IFN-y, GM-CSF, IL-4, IL-6, IL-18, MIP-3a, TNF-a, IL-7, IL-10, MIP-
1a e EPO encontraram-se alterados no cérebro dos fetos em 6, 12 € 24 h
apos a injecdo de LPS.

Esses resultados vdo de encontro aos observados em estudo de Oskvig
et al. (2013) onde se verificou 0 aumento dos niveis de citocinas pro-
inflamatdrias no soro materno, no liquido amnié6tico e no cérebro fetal
apos o tratamento materno com LPS no 15° dia gestacional. Além disso,
0s autores também observaram que o perfil da inducéo inflamatéria era
idéntico nestes trés compartimentos com a Unica diferenga sendo a
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magnitude de inducdo. A maior resposta inflamatoria esteve presente no
soro materno seguido de diminuigdo progressiva da magnitude no
liguido amnidtico e no cérebro fetal. As sucessivas reduces de
magnitude de citocinas do soro ao cérebro podem ser indicativas da
presenca de barreiras protetoras materno-fetal que filtram a passagem
completa de citocinas, de modo que uma fracdo de citocinas esta
passando do soro para liquido amnidtico e para cérebro, as citocinas
aumentadas no cérebro fetal ndo sdo derivadas do feto, mas
provavelmente transferidas para o cérebro fetal a partir do soro materno,
do liquido amniético e da placenta. A falta de resposta imune fetal pode
ser explicada pela imaturidade da célula imune do cérebro e da célula
microglial no inicio da gestacdo (Oskvig et al., 2012).

O modelo de AIM foi estabelecido para testar a hipdtese de que a
ativacdo do sistema imunoldgico materno, especificamente as citocinas
pré-inflamatorias, altera permanentemente o desenvolvimento do
cérebro fetal e aumenta o risco de disturbios do neurodesenvolvimento
(Meyer et al., 2005). Os mecanismos a jusante pelos quais as citocinas
pré-inflamatorias no ambiente fetal perturbam o desenvolvimento
cerebral permanecem desconhecidos. Entretanto, o blogueio das a¢fes
de citocinas especificas tais como a IL-6 ou a IL-1pB impedem alteragdes
comportamentais e fisioldgicas induzidas pela AIM nos descendentes de
roedores (Girard et al., 2010).

O desenvolvimento do feto depende da transferéncia placentaria de
nutrientes, incluindo o oxigénio e a glicose, através da membrana
epitelial transportadora para a circulagdo capilar fetal (Desforges e
Sibley, 2010). A natureza do insulto transmitido ao feto pela AIM pode
estar associada com hipoxia, oxidagdo, estresse e morte celular. A
atividade histopatoldgica e a atividade de estresse oxidativo (Paintlia et
al., 2008) na placenta ap6s AIM podem interromper a transferéncia
materno-placentaria de nutrientes para o feto levando a hipdxia fetal
transitdria. Carpentier et al. (2011) mostraram evidéncias consistentes de
reducdo de oxigénio para o cérebro fetal ap6s a administracdo materna
de LPS no 12° dia gestacional em ratos (Carpentier et al., 2011).

No presente estudo foi demonstrado aumento no dano a lipidios,
grupamentos carbonil e aumento da SOD e CAT no liquido amnidtico e
cérebro dos fetos horas ap6s a injecdo de LPS. Niveis de grupamentos
carbonil também foram encontrados aumentados em pacientes com
esquizofrenia (Young et al., 2007). A regulacdo de genes associados
com estresse celular, hipdxia e genes pro-apoptdticos sugerem um
cenario plausivel em que o LPS materno resulta em privacdo de
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oxigéniom ao feto, levando a uma ameaga transitdria para a viabilidade
celular (Oskvig et al., 2012).

As citocinas sdo elementos essenciais para respostas apropriadas nos
SNC e periférico. Alguns fatores de transcri¢do, tais como NF-xB,
controlam a produgéo de citocinas e regulam a expressdo de mediadores
oxidativos, como COX e NO" (Leza et al., 2015). Embora o estresse
oxidativo possa ser gerado por danos celulares induzidos pela
inflamacgdo, pode também ser produzido por outros estimulos, como o
metabolismo da dopamina, disfun¢cdo 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 lipidico e nos niveis de
grupamentos carbonil no estriado, hipocampo e cértex pré-frontal e um
aumento da atividade da SOD no cortex 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 exposi¢ado materna a duas
doses de LPS no 8° dia gestacional resultou em peroxidacéo lipidica e
deplecdo de glutationa no figado materno e na placenta, e aumentou a
producdo de NO' no soro materno e no liquido amniético de ratas
prenhas. Além disso, a exposi¢cdo materna ao LPS induziu o inicio da
producdo de nitracdo de proteina como uma imunoreatividade
generalizada por nitrotirosina na placenta de ratas prenhas (Zhao et al.,
2008). Demonstrou-se que os ERO estdo envolvidas na morte fetal
induzida por LPS, restricdo de crescimento fetal e parto prematuro (Xu
et al., 2007).

A resposta imune materna, a producéo de citocinas e quimiocinas e a
migracdo de leucécitos representam a primeira linha de defesa a
infeccdo materna. NO", O, e H,O, podem levar a formagdo de ONOO,
gue é um forte oxidante que exerce efeitos citotoxicos sobre as células
endoteliais (Klein et al., 2006), aumenta a permeabilidade da BHE
(Mayhan, 2000), induz a peroxidacdo lipidica, danos mitocondriais e
ativacdo das MMPs (Leppert et al., 2001). As MMPs agem sobre as
MEC, aumentando a permeabilidade da BHE, degradando as proteinas
da mielina e aumentando o fluxo de leucdcitos do sangue para o liquido
da coluna vertebral (Hsieh et al., 2010).

As citocinas induzem a producdo de MMPs através de proto-
oncogenes da familia c-fos e c-fun que se ligam a varios elementos
promotores de genes, tais como a proteina ativadora-14 (Leppert et al.,
2001). A resposta inflamatéria gerada por LPS induz a expressdo de
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MMPs 2 e 9. Além disso, também demonstrou-se que a MMPs 2 e 9
induzem a degradacdo da BHE através da sua afinidade com o substrato
para uma variedade de componentes presentes na MEC (Roomi et al.,
2017). Estes achados estdo de acordo com os resultados do presente
estudo que demonstra um aumento das MMPs 2 e 9 no liquido
amnidtico e no cérebro de fetos ao mesmo tempo em que houve quebra
da BHE no hipocampo e cortex de ratas prenhas, bem como a quebra da
BP na placenta e no cérebro dos fetos ap6s injecdo de LPS no 15°
gestacional de ratas.

A BP e a BHE selecionam a entrada de sangue periférico ao feto e ao
cérebro, respectivamente. Sabe-se que o0s patdgenos maternos
transmitidos pelo sangue que chegam a circulacdo Utero-placentéria e
aos espacos intervilares podem atingir o feto através dos capilares
vilosos. A migracdo do corante azul de Evan’s no sangue periférico é
possivel devido a ruptura de jungdes apertadas de células endoteliais de
placenta e capilares vilosos (Yarlagadda et al., 2015). Singh et al. (2012)
verificaram que a livre migragdo do corante na presenca de HIV-1 do
Utero para o0 embrido e do sangue para o cérebro indicou que Nef é
realmente responsavel pela quebra da BP, bem como pelo aumento da
permeabilidade da placenta e da BHE. Além disso, observou-se também
gue a proteina Nef de HIV recombinante injetada por via intravenosa em
ratas prenhas no 14° dia de gestacdo, estava presente em vestigios no
utero, placenta, membrana amniética, liquido amniético e embrido. Isto
demonstra claramente que Nef aumenta a permeabilidade placentaria
possivelmente rompendo as juncdes apertadas de células endoteliais de
capilares vilosos e facilita a migracdo de substancias para o interior da
placenta (Singh et al., 2012).

A propria BHE segrega citocinas, prostaglandinas, ERO (Fabry et al.,
1993) e, devido a sua natureza, essas substancias podem ser enviadas ao
SNC ou para o sangue (Verma et al., 2006). A neuroinflamagdo esta
associada a uma maior permeabilidade da BHE a uma lesdo cerebral
(Candelario-Jalil et al., 2007).

Estudos ilustram que o comprometimento comportamental e cognitivo
na vida tardia da prole de mées expostas a AlM, seja por LPS ou Poly
I:C, esta relacionado a ativacdo de citocinas (Meyer et al., 2008; Garay
et al., 2013), as quais alteram processos neuroquimicos e causam
mudancas morfoldgicas. Como a maioria das citocinas pro-inflamatorias
compromete a neurogénese e, sabendo-se que a AIM aumenta a
liberacdo destas, em especial IL-1B, IL-6 e TNF-a, é possivel que a
elevacdo destes marcadores na vida jovem-adulta da prole desencadeie
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prejuizos neurogénicos e, consequentemente, alteracdes
comportamentais (Gonzalez-Perez et al., 2012). Outra provavel causa de
déficits na neurogénese € a desregulacdo dos sistemas de
neurotransmissores, principalmente GABAérgico, glutamatérgico,
dopaminérgico e serotoninérgico, 0s quais sdo interrompidos pela AIM
(Boksa, 2010). Em resumo, estes sistemas desempenham papéis criticos
para a regulacdo neurogénica no cérebro adulto, além de estarem
diretamente relacionados a fisiopatologia dos transtornos psiquiatricos
(Balu e Lucki, 2009). Assim, o comprometimento em algum destes
sistemas afeta 0s processos neuroquimicos e comportamentais, além de
prejudicar negativamente a neurogénese (Bovetti et al., 2011).

Os individuos com esquizofrenia apresentam alteracBes cognitivas
antes e imediatamente ap0s um surto psicotico e podem representar um
marcador de trago para o inicio do transtorno (Zaytseva et al., 2015).
Estudos da literatura relacionaram alteraces cognitivas com disfuncdes
dos receptores NMDA. Uma reducgdo das subunidades de receptores de
N-metil-D-aspartato (NMDAR1s) em ratos geneticamente modificados
diminuiu funges sociais e cognitivas (Zugno et al., 2014b). Além disso,
a administracdo cronica de CET tem sido associada a uma diminuicéo
da memdria mesmo ap6s 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 a CET na vida adulta
demonstraram déficits de memoria de trabalho, habituacdo e
reconhecimento. Comprometimento cognitivo, como déficits de atencédo,
fungdo executiva, memdria de trabalho (curto prazo) e na memoria de
longo prazo, sdo sintomas centrais em pacientes com esquizofrenia
(Elissalde et al., 2011). Entre elas, o comprometimento da aprendizagem
e da memoria sdo conhecidos como sendo particularmente severos e sdo
sugeridos como principais determinantes em pacientes esquizofrénicos
com alteragdes no funcionamento social e ocupacional (Chatterjee et al.,
2011).

A lesdo de memdria episodica estd presente na maioria dos pacientes
com esquizofrenia, juntamente com disfuncdo executiva (Lesh et al.,
2011) e representa uma marca registrada do comprometimento
cognitivo. A memoria episodica envolve as regides pré-frontal, medial
temporal e parietal cuja alteragdo estd implicada na fisiopatologia da
esquizofrenia, com déficits ocorrendo durante as fases de codificacéo e
recuperacdo, tanto em tarefas visuais como verbais (Francis et al., 2016).
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Devido a uma forte relacdo entre os desafios do LPS pré-natal e a
manifestacdo de distdrbios neuropsiquiatricos, como a esquizofrenia
(Zhu et al., 2014), o autismo (Pang et al., 2016) e a ansiedade (Walker et
al., 2009), buscou-se avaliar alteragdes comportamentais e identificar
consequéncias neuropsiquiatricas na fase pré-natal de exposi¢cdo 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 ndo foram
expostos ao LPS. A hiperlocomogdo é um sintoma positivo
caracteristico da esquizofrenia (Zugno et al., 2013). Similares a esses
resultados, demonstrou-se que os ratos adultos expostos ao modelo
farmacoldgico induzido por CET 25 mg/kg durante sete dias
apresentaram um aumento na distancia percorrida no teste de atividade
locomotora (Canever et al., 2010; Ghedim et al., 2012).

A injecdo de LPS no periodo pré-natal ndo alterou a atividade
locomotora na vida adulta, contudo, a administragdo de CET na dose de
25 mg/kg durante 7 dias induziu hiperlocomocdo. Zhu et al. (2014)
injetaram LPS intra-hipocampo em ratos no 7° dia pds-natal e,
semelhante aos resultados encontrados, ndo observaram diferenca na
atividade locomotora na idade adulta (Zhu et al., 2014).

Outros estudos mostram que a exposicdo 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 injecdo de LPS em
roedores no periodo pré-natal pode ser responsavel pela reducédo
induzida por CET na atividade locomotora na vida adulta.
Anteriormente, foi demonstrado que a injecdo de LPS em 3 e 7 dias pds-
natal leva a alteragbes nos receptores de neurotransmissores
monoaminérgicos (dopamina e 5-HT) e receptores canabindides 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 pg/kg) exibiram sintomas semelhantes a ansiedade no 32° dia pos-
natal, mas ndo a 101° dia p6s-natal. A ativacdo imunologica durante o
desenvolvimento, incluindo os estagios pré e pés-natal, pode contribuir
para a manifestacdo de sintomas esquizofrénicos no inicio da idade
adulta (Tishkina et al., 2016).

Meyer et al. (2009) sugerem que alteragbes nos sistemas de
neurotransmissores, incluindo glutamato, GABA, 5-HT e dopamina nos
circuitos neuronais, podem ser responsaveis por mudancas
comportamentais ap6s a AIM (Meyer et al., 2009). De fato, mudancas
dindmicas no sistema dopaminérgico nas 4&reas estriatal e do
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mesencéfalo ap6s a AIM no inicio da gestacdo, estdo relacionadas as
alteracGes na atividade locomotora em camundongos jovem-adultos
(Vuillermot et al., 2010). No entanto, ainda ndo esta claro se estas
mudangas na atividade locomotora também s3o causadas pelo
processamento interrompido em circuitos do cortex pré-frontal medial
(Meyer et al., 2009). E sabido que essa regido cerebral esta envolvida
nas respostas comportamentais, contudo, anormalidades induzidas pela
AIM também envolvem éreas estriadais e limbicas (Piontkewitz et al.,
2012).

O teste de IPP do reflexo de sobressalto é uma medida comumente
usada como estimulo sensdrio-motor e é determinada pela medigdo da
capacidade de um pré-estimulo fraco reduzir a resposta de sobressalto a
um estimulo aclstico alto (Braff et al., 2001). Individuos com
esquizofrenia mostraram-se consistentemente com déficits de IPP,
mostrando uma inibicdo reduzida de sobressalto na presenga do PP
(Braff et al., 2001; Ludewig et al., 2003; Meincke et al., 2004). Esse
déficit é considerado como subjacente aos déficits de atencdo sustentada
e a incapacidade de filtrar automaticamente, ou portar, pensamentos
irrelevantes e estimulos sensoriais que ocorrem na esquizofrenia (Braff
etal., 2001).

A IPP esta relacionada a sintomas de esquizofrenia, tais como
distarbio de pensamento e distracdo. Em estudo foi demonstrado que 25
mg/kg de CET alteraram este parametro (Zugno et al., 2017). Uma
provavel explicacdo para estes efeitos € sugerida por evidéncias em que
a CET, um antagonista de receptores NMDA, leva a perda de IPP
provavelmente devido a alteragfes nas estruturas do sistema limbico,
como a amigdala e o hipocampo. Acredita-se que estes receptores sao
expressos em interneurdnios GABAGérgicos, e o bloqueio destes
receptores desencadeia uma interrup¢do da inibicdo da atividade
neuronal nestas regides (Neill et al., 2010).

Estes dados estdo de acordo com os resultados encontrados nesse
estudo, em que os animais que ndo receberam LPS no periodo
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 estimulo de 75 dB.

No presente estudo foi demonstrado ainda que animais expostos ao
LPS no periodo pré-natal, ndo revelaram alteracfes na IPP. Contudo, a
administracdo 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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diminuicdo da IPP na intensidade de 65, 70 e 75 dB, e 0s animais
expostos a0 LPS que receberam CET 15 mg/kg mostraram uma
diminuicdo 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 ndo apresentaram resultados com diferenga
significativa no IPP em comparagdo com o grupo controle, contudo
houve uma reducdo significativa na sincronia de longo alcance no grupo
de AIM comparado com o grupo controle. A presenca de sincronia de
longo alcance reduzida nos animais de AIM sugere, no entanto, que 0s
processos de sincronia podem ser mais sensiveis & ativagdo imune do
que a IPP (Dickerson e Bilkey, 2013).

Sabe-se que os fatores neurotréficos sdo importantes moléculas
sinalizadoras durante estagios do neurodesenvolvimento, incluindo
proliferacdo, diferenciagdo e migracdo cerebral, além de manterem a
salde neuronal e a manutencdo sindptica até a idade adulta
(Rybakowski, 2008). Dentre as neurotrofinas, o0 BDNF potencializa o
desenvolvimento placentdrio e desempenha importante papel na
diferenciacdo, proliferacdo e sobrevivéncia de citotrofoblastos na fase de
desenvolvimento cerebral (Kawamura et al., 2011).Ja o NGF esta
associado com a atividade funcional das células que inclui os sistemas
imune e endocrino e atua como um mediador inflamatério (Berry et al.,
2012). Juntos, o BDNF e NGF estdo envolvidos na regulacdo da
angiogénese (Jiang et al., 2011; Jadhao et al., 2012), atuando no
desenvolvimento e manutencdo das fungdes do SNC e SNP (Dhobale,
2014). Desse modo, alteracdes nos niveis de neurotrofinas podem
produzir efeitos duradouros sobre os processos neurotroficos que
influenciam a maturacdo neuronal e a plasticidade na vida tardia
(Vicario-Abejon et al., 2002). Além disso, fatores estressores durante a
gestacdo, como a infeccdo materna, podem causar modificagcbes nos
niveis de neurotrofinas e predispor o aparecimento de transtornos
psiquiatricos 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 niveis cerebrais de neurotrofinas
na prole adulta. Os resultados encontrados mostram que a AIM durante
a gestacdo influéncia o desenvolvimento do sistema imunolégico 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 niveis de BDNF e NGF no hipocampo.

De modo geral, estes achados propGem, ao menos em parte, que a
AIM foi capaz de alterar os fatores neurotroficos na vida tardia da prole
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apos exposicao, interferindo possivelmente, nos processos neurogénicos,
uma vez que a expressao de BDNF no hipocampo esta correlacionada
com a neurogénese (Xia et al., 2014).

Estd bem consolidado na literatura que a exposi¢do pré-natal a
infeccdo se caracteriza como um fator de risco para transtornos
neurodesenvolvimentais. No entanto, 0s reais mecanismos pelos quais a
infeccdo materna atua no cérebro em desenvolvimento para induzir tais
distarbios 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 mde atuam como provaveis
mediadores do desenvolvimento anormal do cérebro, levando a
mudangas comportamentais em longo prazo, bem como alteragdes
neuroquimicas na prole adulta (Monji et al., 2009). Além disso,
evidéncias indicam a presenca de interagcbes entre citocinas pro-
inflamatdrias e neurotrofinas no SNC, uma vez que a AIM altera ambos
BDNF e NGF no cérebro em desenvolvimento (Gilmore et al., 2003;
2005). Em sintese, tais achados também foram confirmados no presente
estudo, onde a AIM alterou os niveis cerebrais de neurotrofinas na prole
adulta no hipocampo.

Embora a base neuroquimica que medeia as alteracOes
comportamentais ndo seja totalmente elucidadas, é possivel que AIM
resulte em uma transmisséo dopaminérgica e glutamatergica prejudicada
(Da Silveira et al., 2017). Nesse sentido, a hiperlocomocéo e IPP estdo
associadas a um aumento do sistema dopaminérgico e glutamatérgico,
respectivamente. Foi demonstrado que a CET administrada de forma
crbnica mimetiza os principais déficits comportamentais da
esquizofrenia, incluindo os sintomas positivos, negativos e cognitivos.
Contudo, mais pesquisas S0 necessarias para especificar as
semelhancas e distingbes entre 0s mecanismos neurobiologicos
subjacentes as consequéncias cognitivas e comportamentais da AIM.
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6. CONCLUSAO

No presente estudo conclui-se que a AIM levou ao aumento da
permeabilidade da BHE e BP, circulagcdo de mediadores inflamatérios
no cérebro dos fetos, tais como citocinas e ERO. E esta resposta imune
no periodo pré-natal pode ser responsdvel pelas alteragdes
comportamentais na vida adulta da prole induzida pela AIM. O presente
estudo demonstrou que animais expostos a AIM no periodo pré-natal
apresentaram comprometimento de memoria quando administrado
baixas doses de CET na vida adulta. Além disso, animais expostos a
altas doses de CET apresentaram hiperlocomocdo, bem como,
comprometimento da IPP.

E importante considerar que, embora muitos estudos demonstrem que
a infecgdo pré-natal aumente o risco de transtornos psiquidtricos, séo
necessarias mais pesquisas para determinar se a AIM provoca alteragdes
persistentes no cérebro e nas citocinas periféricas durante o
desenvolvimento pds-natal ou na prole adulta.
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Resolucio

A Comissdo de Etica no Uso de Animais, normatizada pela Resolugdo n.
02/2011/Cédmara Propex de acordo com a Lei Federal 11.794, analisout o projeto abaixo.

Protocolo: 114/2013-2

Professor Responsdvel: Tatiana Barichello.

Equipe: Ana Paula Moreira, André Ronsoni ,Caroline Serafim Dagostin, Gustavo Sangiogo,
Jaqueline da Silva Generoso, Jessica Goularte , Lutiana Roque Simédes , Michael Hikaru ,
Paulo Eduardo Aveline , Patricia Rafaely Wielewski , Josiane Budni e Ana Maria Volpato.

Titulo: * Avaliagdo dos efeitos da ativagdo imune materna através de lipopolissacarideos
(LPS) nos fetose na vida adulta da prole.”

Este projeto foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodoligicos. Toda e qualquer
alteragdo do Projeto deverd ser comumnicado a CEUA. Foi autorizada a utilizagdo de 278
Ratos Wistar de 60 dias de 250-300 g. Os membros da CEUA ndo participaram do processo
de avaliagdo dos projetos em que constam como pesquisadores. Para demais diividas,

contatar a CEUA pelo e-mail ceua@unesc.net.

The animal research Ethics Commitee, sanctioned by the resolution number
02/2011/Cédmara Propex, in accordance with federal law number 11.794, has analyzed the
following Project:

Protocol number: 114/2013-2
Principal Investigator:. Tatiana Barichello.

Researchers: Ana Paula Moreira, André Ronsoni ,Caroline Serafim Dagostin, Gustavo
Sangiogo,Jaquieline da Silva Generoso, Jessica Goularte , Lutiana Roque Simdes , Michael
Hikarur , Paulo Eduardo Aveline , Patricia Rafaely Wielewski , Josiane Budni e Ana Maria
Volpato.

Project title: “Evaluation of the effects of maternal immune activation by lipopolysaccharide
(LPS) in fetal and adult life of the offspring

The project was Approved is its ethical and methodological aspects. Any alteration of
the oriinal version of this project must be previously submitted to the Commitee for further
analyzes. May you have further questions, please contact uso n www.unesc.net/propex/ceuia or
by e-mail: ceua(@unesc.net.

Cricivima, 10 de dezembro de 2013.
\]001)'1[ Shohunck
Patticia Fernanda Schuck

Coordenadora da CEUA
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\'/ Universidade do Extremo Sul Catarinense & :EUA(,M
unesc Comisséao de Etica no Uso de Animais &l

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Ativagdo imune materna e a resposta imune
fetal em ratas prenhas infectadas por lipopolissacarideo”, registrada com o protocolo
n° 066/2016-1, sob a responsabilidade de Josiane Budni, junto a equipe: Ana Paula
Moreira, Cassia Rafael, Cristiano J Faller, Gustavo Sangiogo, Jaqueline da Silva
Generoso, Jéssica Goularte, Lutiana Roque Simdes, Paulo Eduardo Aveline - que
envolve a produgdo, manutencéo ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) -
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do
Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA da Universidade do Extremo Sul
Catarinense - UNESC, em reunido de 28/06/2016.

Finalidade ( )YEnsino (X ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizacédo | 01/07/2016 a 30/07/2017
Espécie/linhagem/raca Rato heterogénico Wistar

N° de animais 292

Peso/ldade 250 g/ 60 dias (fetos e adultos)
Sexo Masculino (168) e Feminino (124)
Origem Biotério da UNESC

The Ethics Committee on Animal Use on Research, sanctioned by the resolution number
02/2011/Camara Propex, in accordance with federal law number 11.794/08, has analyzed
the following Project:

Project title: “Maternal immune activation and fetal inmune response in pregnant rats
infected by lipopolysaccharide”.

Protocol number: 066/2016-1

Principal Investigator: Josiane Budni

Researchers: Ana Paula Moreira, Cassia Rafael, Cristiano J Faller, Gustavo
Sangiogo, Jaqueline da Silva Generoso, Jéssica Goularte, Lutiana Roque Simées,
Paulo Eduardo Aveline.

The project was Approved in its ethical and methodological aspects. Any alteration of the
original version of this project must be previously submitted to the Committee for further
analyzes. May vyou have further questions, please contact us on
www.unesc.net/propex/ceua or by e-mail: ceua@unesc.net.

EEW»D
Jairo José Zocche

Coordenador da CEUA

Criciuima, 28 de junho de 2016.



