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RESUMO

Estudos demonstraram que a exposicdo a um ambiente adverso no inicio
da vida pode estar relacionado a vulnerabilidade para o desenvolvimento
posterior do transtorno depressivo maior (TDM). A privacdo materna
(PM) induz mudancas comportamentais e afeta os circuitos cerebrais que
podem estar associados a fisiopatologia do TDM. Assim, este estudo teve
como objetivo investigar os papéis que a micrdglia, os astrocitos e a
indoleamina 2, 3-dioxigenase (IDO) desempenham em diferentes
periodos do desenvolvimento seguido da PM no inicio da vida. Os tempos
de imobilidade no teste de nado forgado (TNF) foram avaliados nos dias
pos-natais (PND) 20, 30, 40 e 60. A técnica de imuno-histoquimica foi
utilizada no PND 10, 20, 30, 40 e 60 para investigar altera¢cfes induzidas
pelo PM no hipocampo através da proteina glial fribrilar 4cida (GFAP),
um marcador de astrdcito, e da molécula adaptadora ligante de célcio
ionizado-1 (Iba-1), um marcador de microglia. Além disso, nos mesmos
PND, utilizou- se RT-PCR em tempo real para investigar alteracdes
induzidas pela PM na expressdo de GFAP, IDO e AIF-1, um marcador de
microglia, no do cortex frontal (CF) e no hipocampo. Os resultados
demonstraram que ndo houve alteracdo nos tempos de imobilidade nos
PND 20, 30 ou 40. No entanto, no PND 60, os ratos submetidos a PM
exibiram um comportamento depressivo como demonstrado pelo
aumento no tempo de imobilidade. Os niveis de células imunopositivas
de GFAP ndo mudaram nos PND 10 ou 30. No PND 20, os niveis de
células imunopositivas de GFAP diminuiram em ratos submetidos a PM.
Foi observado um aumento na expressdo de células imunopositivas de
GFAP nos PND 40 e 60 em ratos privados de mae. Verificou-se que 0s
niveis de Iba-1 aumentaram em PND 10, 20 e 30. N&o houve alteracdo
nos niveis de células imunopositivas para Iba-1 nos PND 40 ou 60. A
expressdo de IDO foi reduzida no hipocampo no PND 10, e elevada no
CF no PND 60 ap6s a PM. A expressdo de GFAP por RT-PCR diminuiu
no CF no PND 10, e verificou-se que aumentou no hipocampo no PND
60 nos ratos privados de mée. A expressao de AIF-1 aumentou no CF nos
PND 20 e 60 apdés a PM. Em conclusédo, os resultados sugerem que o
estresse no inicio da vida induz alteragfes negativas no desenvolvimento
de ratos, evidenciado por comportamento depressivo na vida adulta. Além
disso, a PM aumentou a ativagdo microglial nas fases precoces e tardias
do desenvolvimento. Os niveis de GFAP e IDO diminuiram nos estagios
iniciais, mas foram aumentados em periodos tardios. Esses achados
sugerem que a PM pode afetar diferencialmente a expressao da enzima






IDO, além das células astrocitérias e microgliais. O inicio de um estado
inflamatorio a partir de células cerebrais pode estar associado a ativacao
da via da quinurenina, através da expressdo alterada de IDO, e ao
desenvolvimento do comportamento depressivo na idade adulta.

Palavras-chave: Imunorreatividade da proteina glial fribrilar acida;
ativacdo microglial; indoleamina 2 3-dioxigenase; privacdo materna;
transtorno depressivo maior.






ABSTRACT

Studies have shown that exposure to an adverse early life environment
may underlie a vulnerability to the later development of major depressive
disorder (MDD). Maternal deprivation (MD) induces behavioural
changes and impacts brain circuits that could be associated with the
pathophysiology of MDD. Thus, this study was aimed at investigating the
roles that microglia, astrocytes, and indoleamine 2 3-dioxygenase (IDO)
play in developmental programming after early life MD. Immobility
times in the forced swimming test (FST) were evaluated on postnatal days
(PND) 20, 30, 40, and 60. Immunohistochemistry was used on PND 10,
20, 30, 40, and 60 to investigate hippocampal MD-induced changes in
glial fibrillary acidic protein (GFAP), a marker of expressed astrocyte,
and ionized calcium- binding adaptor molecule-1 (lba-1), a marker of
expressed microglia. Also, on the same PND, we used real time RT-PCR
to investigate MD-induced changes in the expression of GFAP, IDO, and
allograft inflammatory factor-1 (AIF-1) (a marker of expressed microglia)
within the frontal cortex (FC) and hippocampus. There was no alteration
in the immobility times on PND 20, 30, or 40. However, on PND 60, the
rats that were subjected to MD displayed a depressive-like behaviour as
demonstrated by an increase in the immobility time. The levels of GFAP
immunopositive cells did not change on PND 10 or 30. On PND 20, the
levels of GFAP immunopositive cells were found to have decreased in
rats that had been subjected to MD. An increase in the expression of
GFAP immunopositive cells was observed on PND 40 and 60 in
maternally deprived rats. The levels of 1ba-1 were found to have increased
on PND 10, 20, and 30. There was no change in the levels of Iba-1
immunopositive cells on PND 40 or 60. IDO expression was reduced in
the hippocampus on PND 10, and elevated within the FC on PND 60
following MD. GFAP expression by RT-PCR decreased in the FC on
PND 10, and was found to have increased in the hippocampus on PND
60 in the maternally deprived rats. AIF-1 expression increased in the FC
on PND 20 and 60 following MD. In summary, these results suggest that
early life stress induces negative developmental programming in rats,
marked by depressive-like behaviour in adult life. Moreover, MD
increases the levels of microglial activation in early and late
developmental phases. Levels of GFAP and IDO decreased in the early
stages, but were found to be higher in later developmental periods. These
findings suggest that maternal deprivation could differentially affect the
expression of the IDO enzyme, beyond astrocyte and






microglial cells. The onset of an inflammatory state from resident brain
cells could be associated with the activation of the kynurenine pathway,
through the altered expression of IDO, and the development of depressive
behaviour in adulthood.

Keywords: Glial fibrillary acidic protein immunoreactivity; microglial
activation; indoleamine 2 3-dioxygenase; maternal deprivation; major
depressive disorder.
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1 INTRODUCAO

Os distdrbios mentais constituem uma porcentagem
elevada de problemas de satde publica (Ménard et al., 2017). A
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), alerta que cerca de 10%
da populacéo global, sofre com algum tipo de transtorno mental
em todo 0 mundo, representando aproximadamente 700 milhdes
de pessoas. O transtorno depressivo maior (TDM) é uma das
formas mais comuns de transtornos do humor, afetando cerca de
350 milhdes de pessoas (GBD, 2015), sendo o0 TDM associado
a um sofrimento consideravel para os individuos e suas familias.

O TDM apresenta uma prevaléncia durante a vida de 2%
a 15%, sendo um dos fatores de risco mais importantes para a
incapacidade (OMS, 2012). Além disso, o grau de
comprometimento fisico e social, 0 uso consideravel de recursos
de cuidados de saude entre pacientes com TDM, é comparavel
apenas a doenca cardiaca cronica. Os sintomas do TDM incluem
0 humor deprimido, perda de concentracdo e anedonia, bem
como mudancas no apetite e no sono (Nestler et al., 2002).

O tratamento do TDM geralmente assume a forma de
antidepressivos e ou psicoterapias, conforme a gravidade da
patologia. O tratamento medicamentoso é baseado na regulacéo
de neurotransmissores monoaminérgicos, Como a serotonina e a
dopamina. Embora o tratamento da depressao seja geralmente
seguro e eficaz, esta longe de ser ideal. Apesar da diversidade de
farmacos para o tratamento do TDM, os tratamentos disponiveis
estdo aquém do ideal (Machado-Vieira, 2010). Isso esta
relacionado ao fato de que o periodo de resposta terapéutica para
gue se obtenham os primeiros beneficios clinicos € longo, sendo
compreendido entre 3-5 semanas (Juli e Juli, 2014). E
importante notar que um risco aumentado de suicidio ndo €
incomum durante o primeiro més de tratamento e quando ocorre,
parece ser devido a melhora dos sintomas em etapas, isto é, a
energia fisica melhora primeiro, enquanto a resolu¢édo do humor
depressivo e pensamentos negativos € um processo mais
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gradual.

Estima-se que cerca de um milhdo de pessoas cometem
suicidio a cada ano, resultando em 3.000 6bitos por dia (OMS,
2012). E importante salientar que menos de um terco dos
pacientes com TDM obtiveram remissdo usando um Unico
antidepressivo padrdo apds a deécima quarta semana de
tratamento (Trivedi, 2006), tornando o TDM uma condigéo
crbnica e recorrente para muitos pacientes (Krishnan e Nestler,
2008). Além disso, aproximadamente 30-50% dos pacientes ndo
respondem a nenhum dos antidepressivos classicos (Krishnan e
Nestler, 2008). Muitas estratégias vém sendo propostas para
pacientes depressivos que ndo respondem aos tratamentos
classicos, como o aumento da dose do antidepressivo, uso de
horménios tireoideanos, combinacdo de dois antidepressivos
(farmacoterapia combinada), combinacdo de antidepressivos
com outras medicacdes de perfis farmacoldgicos diferentes,
além da substituicdo por outra classe de antidepressivos
(Anderson, 2000). Bem como diversas técnicas psicoterapicas.

A etiologia do TDM ainda é desconhecida. Acredita-se em
uma origem multifatorial, interacdo entre fatores genéticos,
neurobioldgicos e fatores ambientais (Jespersen et al., 2013).
Além disso, a qualidade do ambiente de vida, como a exposi¢édo
a eventos estressantes estdo entre os fatores mais relevantes que
determinam o aparecimento do TDM (Davidson e McEwen,
2012). Essa natureza heterogénea da depressdo tem gerado
varias hipoteses dificeis de elucidar a causa desta patologia.

Historicamente, a hip6tese da deficiéncia monoaminérgica
vem sendo usada como explicagao para os sintomas depressivos,
postulando a diminuicdo de neurotransmissores na fenda
sinaptica (Schildkraut, 1995; Delgado, 2006; Berton e Nestler,
2006). Porém, ainda sdo necessarias mais pesquisas para
encontrar novos tratamentos devido a reposta insatisfatdria a
medicamentos antidepressivos classicos, como os inibidores da
recaptacdo de serotonina (ISRS) e ao grande indice de pacientes
refratarios ao tratamento (Trivedi et al., 2008). Em funcéo dessa
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situacdo, muitos estudos vém propondo que outras vias estejam
relacionadas com a neurobiologia do TDM. Muitos desses
estudos destacam o papel de outros sistemas de
neurotransmissores, como o0 glutamato e o 4&cido gama-
aminobutirico (GABA) (Réus et al., 2015b; Gulyaeva, 2017;
Zhu et al., 2017). Aléem disso, a sinalizacdo de cascatas
intracelulares que regulam a expresséo de genes envolvidos com
a neuroplasticidade e a sobrevivéncia de células neuronais
parecem ser importantes alvos no tratamento e fisiopatologia do
TDM (Ignécio et al., 2017).

1.1 ESTRESSE NO INICIO DA VIDA E TDM

A interacdo mae-bebé parece demonstrar igual
importancia quando comparada a qualquer outra necessidade
fisioldgica do bebé (Winnicott, 1964). A necessidade da crianca
de encontrar disponibilidade por parte do adulto estabelecera
progressivamente um vinculo seguro, estruturando um self
autoconfiante, capaz de fazer frente a situacdes de estresse,
percebendo o mundo externo de forma confiavel. Inversamente,
0 ndo estabelecimento de um vinculo seguro leva a construcdo
de um self fragil, com a percepc¢do de um mundo externo hostil.
Quanto mais jovem, mais vulneravel o individuo parece ser a
eventos traumaticos (Zavaschi et al., 2002).

Cada experiéncia ao longo do desenvolvimento é
importante para a consolidacdo da maturidade emocional. O
ambiente neonatal precoce tem um profundo impacto no
desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC). Os
estimulos ambientais interagem com o modelo genético,
moldando fendtipos individuais e sua subsequente percep¢éo e
reatividade a véarios desafios. Evidéncias bésicas, clinicas e
epidemioldgicas apoiam a noc¢do de que a exposi¢do a ambientes
adversos no inicio da vida pode estar subjacente a uma
vulnerabilidade e posterior manifestagédo do TDM (Ignacio et al.,
2017). O inicio do TDM tende a ser precoce para aqueles que
sofreram adversidades na infancia (Widom et al., 2007). Além
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disso, na prole, a perda materna tende a ter uma maior associagéo
com distarbios psiquiatricos do que com a perda paterna (Brown
e Copeland 1977; Kunugi, 1995). Estudos evidenciam que mais
de 30% dos transtornos mentais estdo diretamente relacionados
ao estresse precoce, incluindo transtornos de ansiedade e
transtornos do humor (Afifi et al., 2008).

A privagdo materna (PM) se apresenta como modelo para
induzir comportamentos depressivos em roedores e também
para estudar os efeitos de estresse precoce e seu impacto no
desenvolvimento. Estudos recentes demonstraram gue 0s ratos
separados de suas maes durante os primeiros 10 DPN
apresentam alteracGes comportamentais e cerebrais que
persistem na idade adulta, evidenciando alterages cerebrais
como diminuicdo dos niveis de neurotrofinas e aumento dos
niveis periféricos de interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose
tumoral-a (TNF-a) na idade adulta (Réus et al., 2011; Réus et
al., 2015a).

Neurotrofinas que sdo importantes para a sobrevivéncia
neuronal e a neuroplasticidade, incluindo o fator neurotréfico
derivado do cérebro (BDNF), a neurotrofina-3 (NT-3) e o fator
de crescimento neural (NGF), foram reduzidas no cérebro de
ratos submetidos a PM (Reus et al., 2011). Ainda nesse sentido,
tratamento com cetamina, um antagonista do N-metil-D-
aspartato  (NMDA), melhorou o comportamento do tipo
depressivo induzido pela PM, além de reduzir os niveis de
citocinas pro-inflamatérias (Réus et al., 2015c), estresse
oxidativo e comprometimento do metabolismo energético (Réus
etal., 2015a, 2015b). Em outro estudo, a cetamina e a quetiapina,
um antipsicético, regularam as alteracbes epigenéticas
observadas nas estruturas cerebrais que foram relacionadas ao
TDM em ratos adultos que foram submetidos a PM (Réus et al.,
2013; Ignacio et al., 2017), indicando a presenca de outras
alteracbes cerebrais, além das monoaminérgicas, na
fisiopatologia do TDM.

Estudos envolvendo a PM em ratos fornecem indicios
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claros de que a exposicao a eventos adversos nas fases iniciais
do desenvolvimento resulta em reatividade exagerada ao
estresse e alterages em varios circuitos neurais que persistem
na idade adulta (Ménard et al., 2017). Em areas cerebrais
especificas de pacientes deprimidos, como hipocampo, pode ser
encontrada perda neuronal, a qual parece correlacionar-se
positivamente com alteracbes no balango de citocinas
inflamatdrias na periferia (Miller et al., 1998; Nishida et al.,
2002; Szelényi et al., 2007). No entanto, estudos ainda sdo
necessarios para investigar os mecanismos pelos quais o estresse
no inicio vida parece atuar como desencadeador de condicOes
psiquiatricas ao longo do desenvolvimento. Uma relacdo que
vem sendo estudada € a capacidade de ativagdo microglial e o
desenvolvimento de sintomas depressivos. De fato, foram
evidenciadas alteragbes dindmicas na micrdglia, frente a
exposicdo ao estresse que por sua vez, produzem
comportamento do tipo depressivo em roedores. Estas células
podem modificar suas caracteristicas e funcdes de acordo com
estimulos ambientais, que de acordo com o contexto poderiam
resultar como benéficas ou prejudiciais (Kierdorf e Prinz, 2013,
Siskova e Tremblay, 2013).

1.2 MICROGLIA, ASTROCITO E TDM

A ativacdo do sistema inflamat6rio na depresséo esta bem
documentada (Maes et al., 1992; Muller et al., 1993; Maes et al.,
1994; Rothermundt et al., 2001; Myint et al., 2005). As respostas
imunoldgicas a nivel do sistema nervoso central sdo reguladas
por dois tipos celulares, a microglia e os astrocitos, 0s quais
desempenham papéis inflamatérios e anti-inflamatorios,
respectivamente (Gao e Hong, 2008). Os astrocitos, alem de
fazerem parte dos sistemas imune e inflamatorio, encontram-se
em uma localizacdo estratégica, em estreito contato com as
células do SNC: neurdnios, microglia, oligodendrécitos e
astrocitos. [Essas células apresentam como funcdo o
armazenamento, o0 transporte e a liberacdo de
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neurotransmissores (Gao e Hong, 2008), por exemplo, o
glutamato, o qual é transportado ativamente pelos astrocitos
(Aronicaetal., 2003). Os principais ativadores dos astrocitos sao
mediadores inflamatdrios, tais como o TNF-a, interferon-y
(IFN-y), IL-1 e IL-6 (Farina et al., 2007). O nimero e funcdo das
micrdglias parecem ser controlados pelo microambiente local.
Estas células do sistema imunoldgico dotadas de receptores
podem detectar mudancas ambientais sob uma escala de tempo
de minutos e responder realizando diversas funcdes, que de
acordo com o contexto, poderiam resultar como benéficas ou
prejudiciais (Kierdorf e Prinz, 2013; Siskova e Tremblay, 2013)
na interface de estimulos ambientais e consequentemente
mudancas em sua funcdo, sugerindo-se que as microglias
poderiam estar por tras da interacdo entre estimulos ambientais
e vulnerabilidade ao TDM.

Ratos expostos ao estresse apresentaram modificacfes na
microglia, principalmente no giro denteado do hipocampo
(Muller, 2014). As células microgliais parecem responder as
experiéncias sensoriais e comportamentais de privacdo de
estimulos visuais, enriquecimento ambiental, modulando suas
interages com os circuitos neuronais (Ekdahl, 2012; Reshef et
al., 2014). Foi demonstrado que em uma exposi¢do ao estresse
por curto prazo (1-2 dias) houve uma proliferacdo e ativacdo da
micrdglia, com aumento da ativacao e expressdo de marcadores,
tais como IL-1/IL-1R (Muller, 2014). Além disso, os autores
descobriram que a exposicdo crénica ao estresse (5 semanas)
leva a uma diminuigdo do numero de células, diminuicdo da
expressdo de marcadores microgliais como o Iba-1 e CD11b
(Muller, 2014).

As citocinas também seriam capazes de ativar células
gliais, que por sua vez, produziriam mais citocinas pro-
inflamatdrias por mecanismos de feedback (Muller et al., 1998).
Para entendimento da relacdo entre ativagdo microglial e
comportamento depressivo foi postulado o modelo de sinapse
quadri-partite, onde a relacdo entre os neurbnios pré e pos-
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sinapticos seria acrescida da presenca de astrocitos e microglias,
que atuariam modulando ou regulando a presenca de
neurotransmissores (Gomes et al., 2013).

O processamento de informacdo em sinapses nao € apenas
definido por neurbnios, mas também por astrocitos, e
micréglias, que interagem dinamicamente com sinapses de
maneira dependente. Os astrocitos regulam o potassio e os niveis
basais de glutamato, definindo a excitabilidade basal dos
neurdnios. Os niveis extracelulares de glutamato contribuem
para definir a densidade de receptores NMDA e &cido alfa-
amino-3-hidroxi-5-metil-isoxazol-propionico  (AMPA) na
membrana plasmatica do compartimento pos-sinaptico, que
desencadeiam e sustentam alteracGes da plasticidade sinéptica,
respectivamente (Rial et al., 2016). Demonstrando que a atuacao
de vérios elementos é responsavel pela homeostase do ambiente
sinaptico.

Células microgliais geralmente sdo as primeiras a serem
envolvidas na reposta do dano tecidual ou infeccBes cerebrais
(Stertz etal., 2013). Essas células possuem uma série de funcdes,
tais como, 0 reconhecimento de patdogenos, fagocitose,
apresentacdo de antigenos, remodelacdo de sinapse, entre outros
(Boche et al., 2013). A ativacdo microglial pode ser dividida em
dois tipos: cléssica M1 e uma ativacdo alternativa M2. Na
ativacdo M1, as células da microglia podem ficar extremamente
ramificadas ou de forma amebdide/fagocitica (Boche et al.,
2013), além de sintetizarem moléculas pro-inflamatorias
interleucina-1p (IL-1B), TNF- o, IL-6 e outras, radicais
superdéxidos, glutamato, oxido nitrico (NO), e também
neutralizar infeccOes e fazer o reparo de lesdes teciduais (Barger
et al., 2007; Takaki et al., 2012). A M2 pode ser ativada pelas
citocinas IL-4, IL-13 ou IL-25 (Boche et al., 2013; Maiorino et
al., 2013), e sua ativacdo estd associada com a liberagdo de
citocinas anti-inflamatorias, por exemplo IL-10, fator de
crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1), fator de
transformacéo do crescimento- (TGF-P) e fatores neurotréficos
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(Ekdahl, 2012; Boche et al., 2013; Hu et al., 2015), que irdo
facilitar o processo de cura e também limitar a lesdo neuronal
(Najjar et al.,

2013).

Quando o cérebro sofre alteracfes em sua plasticidade, ele
pode ficar mais suscetivel ao estresse por interrupcdo das
interacbes das células gliais (Tynan et al., 2013). De fato, a
hiperamificacdo microglial e a atrofia de astrocitos no cortex
pré-frontal acontecem pela exposicao ao estresse cronico (Tynan
etal., 2013).

Os astrécitos desempenham uma série de fungoes
essenciais para a homeostase do SNC, incluindo manutencao
dos niveis idnicos do meio extracelular, alterados com a
descarga de potenciais de acdo dos neurdnios; captacdo e
liberacdo de diversos neurotransmissores, tendo um papel critico
no metabolismo dos neurotransmissores, glutamato e GABA
(&cido gama-aminobutirico); participagdo na formacdo da
barreira hematoencefélica; secrecdo de fatores troficos
essenciais para a sobrevivéncia e diferenciacdo dos neurdnios,
direcionamento de ax6nios e formacdo e funcionamento das
sinapses (Gomes et al., 2013). Entre as caracteristicas gerais dos
astrocitos maduros destaca-se a presenca de prolongamentos
com filamentos intermediérios (fibrilas gliais), cujo componente
principal é a proteina glial fibrilar acida (GFAP); a proteina
ligadora de célcio, S-100 beta e a enzima conversora de
glutamato em glutamina, glutamina sintetase (Gomes et al.,
2013).

Evidéncias recentes demonstram que astrocitos de
algumas regides do SNC, como hipocampo, também podem
contribuir para a génese celular no sistema nervoso adulto
atuando tanto como ceélula-tronco como gerando nichos
neurogénicos permissivos a sobrevivéncia de progenitores
neuronais e gliais (Gomes et al., 2013). Estudos sugerem um
papel importante para AIF-1 em processos inflamatorios, sendo
produzido por monadcitos, macrofagos e linfocitos e sua sintese
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é mediada por vérias citocinas, como IFN-c (GBD, 2015,
Ménard et al., 2017). AIF-1 é um modulador de resposta imune
durante a ativacdo dos macréfagos. Parece também
desempenhar um papel na sobrevivéncia e atividade pro-
inflamatéria de macrofagos (Pawlik et al., 2015). A molécula
adaptadora de ligacdo ao calcio ionizado 1 (IBAl) é uma
proteina que em seres humanos é codificada pelo gene AIFL1.
Este gene codifica uma proteina que liga actina e célcio.

E induzido por citocinas e intérferons e pode promover a
ativacdo de macrofagos e o crescimento de células musculares
lisas vasculares e linfocitos T. Os polimorfismos neste gene
podem estar associados a esclerose sistémica (Yan-Ying et al.,
2013).

1.3 AVIA DA QUINURENINA E TDM

Pesquisas ja demonstraram que o glutamato, um neurotransmissor
do SNC com um papel importante na fisiopatologia da depressao, tem
relagdo direta com a neurotoxicidade microglial (Piani et al., 1992; Barger
e Basile, 2001). As citocinas inflamatdrias possuem a capacidade de
diminuir a expressdo dos transportadores de glutamato e aumentar a
liberacdo de glutamato pelos astrécitos (Miller, 2013). Além disso, as
citocinas infamatdrias ativam a microglia que, consequentemente, pode
induzir a liberacdo de glutamato que contribui com o dano neuronal
durante a neuroinflamag&o (Barger et al., 2007).

A liberacdo vesicular de glutamato a partir de astrocitos acontece
pela acdo das citocinas, ativando receptores pré-sinapticos, como o
NMDA (Santello; Volterra, 2012) e estimulando a indoleamina 2,3
dioxigenase (IDO), que é responséavel pela degradacdo de triptofano
(TRP) e um potente agonista do NMDA pela liberagdo de glutamato
(Miller et al., 2009). A IDO também é capaz de ativar genes pro-
inflamatdrios que aumentam ainda mais a neuroinflamacao, gerando um
ciclo vicioso (Réus et al., 2015a). Além disso, as citocinas pro-
inflamatdrias aumentam a atividade enziméatica da IDO levando a
degradacdo do TRP na via da quinurenina (Miller et al., 2016). Dessa
forma o envolvimento da via das quinureninas na fisiopatologia do TDM
fica evidenciado. O TRP pode ser metabolizado em serotonina, ou pode
seguir a via de quinurenina através da acdo de 2,3-dioxigenase (TDO) ou
IDO em quinurenina (KYN) (Morris et al., 2017; Leklem, 1971). No
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entanto, KYN ndo é neuroativo; Quando KYN é hidroxilado por
quinurenina-3-monoooxigenase (KMO) em 3- hidroxiquinurenina (3-
OHK), pode seguir outras vias e ser convertido em um dos geradores de
radicais livres, 3- hidroxicinurenina ou &cido 3-hidroxiantranilico, bem
como no acido quinolinico (QUIN), que é um agonista do receptor
NMDA (Guillemin et al., 2001). Além disso, KYN pode ser convertido
em &cido quinurinico (KYNA) dentro de astrocitos (Lopresti et al., 2014)
com QUIN e KYNA aparentemente neurotoxicos. KYNA é um
antagonista do receptor de acetilcolina a7 nicotinico (a7nAChR) (Kessler
et al., 1989) e do receptor de NMDA (Konradsson-Geuken et al., 2001).
Os sintomas depressivos em pacientes que receberam tratamento com
IFN-0 foram correlacionados com niveis aumentados de KYN, QUIN e
KYNA no SNC (Raison et al., 2009). Em um estudo populacional, foi
encontrada uma relacdo entre a ativacdo periférica de IDO e sintomas
depressivos (Elovainio et al., 2012). O equilibrio dos metabolitos da via
das quinureninas é essencial para sustentar fun¢des cerebrais normais
(Parasram et al., 2017). De fato, os metabélitos da via das quinureninas
podem se tornar fontes de estresse oxidativo, o que parece estar envolvido
com a fisiopatologia do TDM (Fraguas et al., 2017). A Figura 1 representa
a relacdo entre a ativacdo microglial, liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias, como IL-6, IL-1B que ativam a IDO, culminando com
a diminuic&o dos niveis serotoninérgicos e aumento do estresse oxidativo,
além disso, os astrécitos apresentam uma atrofia e alteracdo em sua
funcgdo regulacéo do metabolismo do glutamato, o que, como ja descrito,
contribuiria para uma neurotoxicidade.
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Figura 1 - Ativacdo microglial (Iba-1- marcador de atividade microglial) pelo
estresse ocasionaria a liberagdo de citocinas e fatores inflamatdrios (TNFa. - fator
de necrose tumoral, IL-6- interleucina 6, IL-1p- interleucina 1), ativando a IDO
(indoleamina 2,3 dioxigenase) e por consequéncia diminui¢do da concentragdo
serotoninérgica (5-HT-serotonina), além de favorecer a atrofia de astrcitos,
contribuindo  para neurotoxicidade por alteragbes no metabolismo
glutamatérgico.

5-HT
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar alteracfes comportamentais, marcadores gliais e atividade

da enzima IDO em diferentes fases do desenvolvimento de ratos Wistar
submetidos a privagdo dos cuidados maternos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o comportamento do tipo depressivo através do tempo de
imobilidade no teste do nado forcado em diferentes fases do
desenvolvimento de ratos Wistar submetidos a privagéo dos cuidados
maternos.

Avaliar a ativacdo de GFAP (expressao de atividade astrocitaria) em
tecido cerebral em diferentes fases do desenvolvimento de ratos
Wistar submetidos a privagao dos cuidados maternos.

Avaliar a ativagdo de Iba-1(expressdo de atividade microglial) em
tecido cerebral em diferentes fases do desenvolvimento de ratos
Wistar submetidos a privagao dos cuidados maternos.

Avaliar a ativacdo de AIF-1 (expressdo de atividade microglial) em
tecido cerebral em diferentes fases do desenvolvimento de ratos
Wistar submetidos a privacdo dos cuidados maternos.

Auvaliar a ativacdo da enzima IDO em tecido cerebral em diferentes
fases do desenvolvimento de ratos Wistar submetidos a privacao dos
cuidados maternos.
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3 METODOLOGIA
3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Para este estudo, ratos Wistar fémeas (trés meses de idade, pesando
250-280 g) foram obtidos da coldnia de criacdo da Universidade do
Extremo Sul Catarinense (UNESC, Criciima, SC, Brasil) e foram
alojados por uma semana na presenca de machos para fins de
acasalamento. No final de sete dias, as ratas gravidas foram alojadas
individualmente com acesso ad libitum aos alimentos e a agua. As ratas
gravidas foram alojadas individualmente para o nascimento dos filhotes
e sua identificacdo. Todas as mées e prole foram mantidos em um ciclo
de claro/escuro de doze horas, a uma temperatura de 23 + 1°C. Os filhotes
machos foram usados durante o periodo de PM. Um dia ap6s o parto, foi
aplicado o protocolo de PM a 50% dos filhotes nos dias 1-10 ap6s o
nascimento. Outros machos foram usados como controles. Todos 0s
procedimentos experimentais que envolvem animais foram realizados de
acordo com o Guia NIH para Uso de Animais de Laboratdrio, nas
recomendacbes da Sociedade Brasileira de Neurociéncias e
Comportamento para cuidados com animais e com a aprovacgao do Comité
de Etica local sob o protocolo niimero 058/2016-1.

3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS E PROTOCOLO DE PRIVACAO DE
CUIDADOS MATERNOS

O protocolo de privagdo consistiu em remover a mae da caixa
residéncia e leva-la para outra sala. Os filhotes foram mantidos em sua
gaiola (agrupados no ninho na presenga de odor materno). Os filhotes
foram privados da mée trés horas por dia durante os primeiros 10 dias.
Preferiu-se esse protocolo de PM por ndo requer a manipulagdo dos
filhotes (Kosten et al., 2009; Mello, 2009). No final de cada sessdo diaria
de privacdo, as mdes foram devolvidas as caixas residéncia. Este
procedimento foi realizado durante as manhds, entre as 8:00 da manha e
12:00 horas. Os ratos controle permaneceram em suas caixas residéncia
junto com suas mées durante todo o experimento.

Ap0s o protocolo de PM, diferentes grupos de animais (privados e
ndo privados (controles)) foram submetidos as analises bioquimicas e a
testes comportamentais (Réus et al., 2017). No DPN (dias pos
nascimento) 10 (infancia), um grupo de ratos (n = 6 privados e n = 6 ndo
privados, total = 12 ratos) foi morto e retirado o cérebro para realizacdo
de testes bioquimicos. Nos DPN 20, 30, 40 e 60 (adolescéncia, adulto
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jovem e adulto, respectivamente), diferentes animais (n = 12 privados,
n = 12 ndo privados para cada fase, total = 96 ratos) foram submetidos
a testes comportamentais como descrito na se¢do métodos e figura 2.
Ap0s 0s testes comportamentais, os ratos foram mortos e, em seguida, as
amostras de cérebro foram utilizadas para andlises bioguimicas.

3.3 TESTE DO NADO FORCADO (TNF)

O TNF foi conduzido de acordo com estudos anteriores (Porsolt et
al., 1977; Réus et al., 2011). O teste envolve duas exposi¢des individuais
a um tanque cilindrico cheio de agua, no qual os ratos ndo podem tocar o
fundo do tanque ou escaparem. O tanque é feito de acrilico transparente,
com 80 cm de altura, 30 cm de didmetro e cheio com &gua (22-23 ° C)
até uma profundidade de 40 cm. Nos DPN 20, 30, 40 e 60, os ratos foram
colocados individualmente no cilindro contendo agua durante 15 min
(sessdo pré-teste). Nos DPN 21, 31, 41 e 61 os ratos foram novamente
submetidos ao TNF por uma sess@o de 5 minutos (sessdo de teste), e 0
tempo de imobilidade foi registrado em segundos.

3.4 ANALISE BIOQUIMICA

3.4.1 Andlise da expressdo génica por RT-PCR em tempo real (RT-
QPCR)

O RNA total foi isolado com reagente Trizol® (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA) de acordo com as instrucdes do fabricante. O RNA
total foi quantificado por espectrofotometria (A260/280 nm) e apos
tratamento com Deoxyribonuclease | (Invitrogen) para eliminar a
contaminacdo do DNA genémico de acordo com as instru¢fes do
fabricante. O cDNA foi sintetizado com ImProm-II ™ Reverse
Transcription System (Promega) de 1 pg de RNA total, seguindo as
instrucdes do fabricante. A PCR quantitativa foi realizada utilizando
SYBR® Green | (Invitrogen) para detectar a sintese de cDAN de cadeia
dupla. As reagdes foram feitas em um volume de 25 pL usando 12,5 pL
de cDNA diluido, contendo uma concentracdo final de 0,2 x SYBR®
Green I (Invitrogen), 100 pM dNTP, 1x PCR tampao, 3 mM de MgCI2
0,25 U Platinum® Taq DNA Polimerase (Invitrogen) e 200 nM de cada
iniciador reverso usado: GFAP, AlF-1 e IDO (Tabela 1). As condi¢des de
ciclagem de PCR foram: um passo inicial de ativacdo da polimerase
durante 5 min a 95 °C, 40 ciclos de 15 s a 95 °C para desnaturagéo, 35 s
a 60 °C para recozimento e 15 s a 72 °C para alongamento. No final do
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protocolo de ciclagem, foi incluida uma analise da curva de fusdo e a
fluorescéncia mediu 60 a 99 °C e mostrou em todos 0s casos um Unico
pico. GAPD foi usado como genes de referéncia para a normalizacéo. Os
niveis de expressao relativa foram determinados com7.500 Software de
deteccdo de sequéncia de sistema em tempo real rapido v.2.0.5 (Applied
Biosystems). Os niveis relativos de expressio de mRNA foram
determinados utilizando o método alvo / GAPDH e foram medidos no CF
e hipocampo. (Primers estdo descritos na Tabela 1).

Tabela 1 - Primers de RT-gPCR incluidas no estudo
SENS: GAACATCATCCCTGCATCCA
GAPDH REVS: GCCAGTGAGCTTCCCGTTCA

SENS: CAGACTTTCTCCAACCTCCAG

STy REVS: CTCCTGCTTCGAGTCCTTAATG
N SENS: GCCTCATCGTCATCTCCCCA
REVS: AGGAAGTGCTTGTTGATCCCA
SENS: CCTGACTTATGAGAACATGGACGT
IDO REVS: ATACACCAGACCGTCTGATAGCTG

Fonte: Dados obtidos pela pesquisa.

3.4.2 Iba-1 e GFAP por imuno-histoquimica

Para caracterizar a ativacdo microglial e astrocitaria no
hipocampo, realizou-se a imuno-histoquimica (IH). Em resumo,
as sec¢oes de 40 um do hipocampo foram incubadas em
perdxido de hidrogénio a 0,5% em PBS 0,1 M (pH 7,4) contendo
0,3% de Triton-X100 (PBST) durante 30 min a temperatura
ambiente para bloguear a atividade da peroxidase enddgena.
Apos a lavagem com PBST, as sec¢des foram incubadas durante
30 min com PBST contendo 2% de albumina de soro bovino
para bloquear a ligagdo de proteina ndo especifica. As seccbes
foram ent&o incubadas durante a noite a 4 °C com um anticorpo
IgG monoclonal de coelho contra Iba-1 (1: 100 de dilui¢do) ou
anticorpo policlonal de coelho contra GFAP (diluigdes 1: 200,
Abcam, Cambridge, MA), apds a lavagem com PBST, seccdes
foram incubados a temperatura ambiente durante 1 h com IgG
anti-coelho biotinilado (diluigdo 1: 100, Abcam). As seccOes



48

foram incubadas com 3,3'-diaminobenzidina (DAB) (Spring
Bioscience). Dezesseis imagens aleatorias por secdo cerebral
foram adquiridas em uma ampliagdo de x 100 e a area
imunopositiva foi expressa como porcentagem da area total
analisada. A andlise da densitometria dos filmes foi realizada
usando o software de analise de imagem: Image Jv.1.34. Foram
utilizados controles positivos em todos os grupos, de acordo com
a folha de dados de cada anticorpo.

Teste comportamenlal

Dia 1-10 Dia 10 Dla 20 Dia 30 Dia 40 Dia 60
Privag&o materna
3h/dia

Andlise Imunohlsioqulmlca

Figura 2 - Linha de tempo do estudo: Ratos Wistar machos foram submetidos ao
protocolo de PM durante os 10 primeiros dias de vida. Posteriormente, diferentes
grupos de animais (privado e controle) nos dias 20,30, 40 e 60 apds o0 nascimento
foram expostos ao teste comportamental (teste do nado forgado) e entdo amostras
de cérebro foram dissecadas para a andlise de marcadores gliais e da enzina
indoleamina 2,3 dioxigenase (IDO) nos dias 10, 20, 30, 40 e 60 ap6s o
nascimento, respectivamente.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados pelo teste T Student e expressos como
média e erro padrdo da média. Consideraram-se significativos os valores
de p < 0,05. Todas as analises foram realizadas no software estatistico
SPSS verséo 21.0.RESULTADOS
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3.6 EFEITOS DA PRIVACAO MATERNA NO TEMPO DE
IMOBILIDADE NO TESTE DE NADO FORCADO EM
DIFERENTES FASES DO DESENVOLVIMENTO

O comportamento depressivo em ratos submetidos a privacao
materna estd ilustrado na figura 3. Nos ratos submetidos a privacdo
materna o tempo de imobilidade ndo foram alterados em 20, 30 e 40 DPN
(t=1,077; df =22; p=0,293; t = 1,538; df = 18; p = 0,141; t = 0,734, df
= 27; p=0,469, respectivamente). No entanto, aos 60 DPN revelou-se um
aumento no tempo de imobilidade de ratos privados (t = -3.063; df = 16;
p = 0,007) Figura 3.
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Figura 3 - Efeitos da PM no tempo de imobilidade de ratos submetidos ao TNF
nos dias 20, 30, 40 e 60 ap6s o nascimento. Valores estdo expressos como média
+ erro padrdo da média (n=12). * p < 0,05 diferente dos controles, de acordo com
0 Teste t Student.

3.7 EFEITOS DA PRIVACAO MATERNA NOS MARCADORES DE
ASTROCITOS (GFAP) POR IMUNO-HISTOQUIMICA

As figuras 4 a 8 demonstram a reatividade de astrocitos no
hipocampo pela técnica de imuno-histoquimica. Nao houve alteracdo na
reatividade de astrocitos identificada pelas células imunopositivas para
GFAP nos dias 10 e 30 ap6s o nascimento, seguidos de PM (t = 2,31; df
=8; p=0,05; Fig. 4; t = 1,22; df = 4; p = 0,288; Fig. 6, respectivamente).
Neste estudo foi demonstrada uma reducédo de células imunopositivas de
GFAP no dia 20 ap6s o nascimento de ratos que foram privados (t = 2,85;
df = 4; p = 0,046; Fig. 5). Entretanto, nos dias 40 e 60 apds 0 nascimento
foi demonstrado um aumento na reatividade de astrocitos identificados
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pelas células imunopositivas de GFAP no hipocampo de ratos expostos
ao estresse neonatal (t=5,51; df =4; p=0,005; Fig. 7; t = 6,39; df = 4; p
= 0,003; Fig. 8, respectivamente).
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Figura 4 - Efeitos da PM em células imunopositivas para GFAP no hipocampo
no DPN 10. Imagens representativas dos grupos controle (A) e privado (B) e
média * erro padrdo da média (C). * p < 0,05 diferente dos controles, de acordo
com o Teste t Student.
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Figura 5 - Efeitos da PM em células imunopositivas para GFAP no hipocampo
no DPN 20. Imagens representativas dos grupos controle (A) e privado (B) e
média * erro padrdo da média (C). * p < 0,05 diferente dos controles, de acordo
com o Teste t Student
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Figura 6 - Efeitos da PM em células imunopositivas para GFAP no hipocampo
no DPN 30. Imagens representativas dos grupos controle (A) e privado (B) e
média * erro padrdo da média (C). * p < 0,05 diferente dos controles, de acordo
com o Teste t Student.

G GFAP 40 Dias
@ 120
><
o
@ 100
=]

D
=)
=

2 60
E

= 40
k|
= 20
-
=

4]

Controle Privado
Figura 7 - Efertos da PM em celulas imunopositivas para GFAP no hipocampo
no DPN 40. Imagens representativas dos grupos controle (A) e privado (B) e
média + erro padrdo da média (C). * p < 0,05 diferente dos controles, de acordo
com o Teste t Student.
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Figura 8 - Efeitos da PM em células imunopositivas para GFAP no hipocampo
no DPN 60. Imagens representativas dos grupos controle (A) e privado (B) e
média * erro padrdo da média (C). * p < 0,05 diferente dos controles, de acordo
com o Teste t Student

3.9 EFEITOS DA PRIVACAO MATERNA NO MARCADOR DE
ATIVACAO MICROGLIAL (IBA-1) POR IMUNO-
HISTOQUIMICA

As figuras 9 a 13 ilustram a ativagdo microglial pelo marcador Iba-
1. Nos 10, 20 e 30 DPN de ratos que foram privados, foi observado um
aumento de células imunopositivas para Iba-1, indicando ativacdo
microglial no hipocampo desses ratos (t = 6,95; df = 11; p < 0,0001; Fig.
9;t=6,57; df = 4; p=0,003; Fig. 10; t = 6,26; df = 3; p = 0,008; Fig. 11).
Nenhuma alteragdo foi encontrada nas células imunopositivas para Iba-1
nos animais privados de 40 e 60 dias apds o nascimento (t = 0,064; df =
6; p = 0,951; Fig. 12; t = 0,921; df = 3; p = 0,425;Fig. 13).
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Figura 9 - Efeitos da PM em células imunopositivas para Iba-1 no hipocampo no
DPN 10. Imagens representativas dos grupos controle (A) e privado (B) e média
* erro padrdo da média (C). * p < 0,05 diferente dos controles, de acordo com o
Teste t Student.
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Figura 10 - Efeitos da PM em células imunopositivas para Iba-1 no hipocampo
no DPN 20. Imagens representativas dos grupos controle (A) e privado (B) e
média + erro padrdo da média (C). * p < 0,05 diferente dos controles, de acordo
com o Teste t Student.
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Figura 11 - Efeitos da privagdo materna em células imunopositivas para Iba-1 no
hipocampo no DPN 30. Imagens representativas dos grupos controle (A) e
privado (B) e média + erro padrdo da média (C). * p < 0,05 diferente dos
controles, de acordo com o Teste t Student.
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Figura 12 - Efeitos da PM em células imunopositivas para lba-1 no hipocampo
no DPN 40. Imagens representativas dos grupos controle (A) e privado (B) e
média + erro padrdo da média (C). * p < 0,05 diferente dos controles, de acordo
com o Teste t Student.
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Figura 13 - Efeitos da PM em células imunopositivas para Iba-1 no hipocampo
no DPN 60. Imagens representativas dos grupos controle (A) e privado (B) e
média * erro padrdo da média (C). * p < 0,05 diferente dos controles, de acordo
com o Teste t Student.

3.10 EFEITOS DA PRIVACAO MATERNA EM IDO, GFAP E AIF-1
EXPRESSAO NO CF E HIPOCAMPO

Os efeitos da privacdo materna na expressao do IDO sdo mostrados
na figura 14. No DPN 10, a expressdo do IDO ndo alterou no CF (t =
1,725; df = 6; p = 0,135; Fig. 14A). No entanto, na expressdo da IDO do
hipocampo foi reduzida no DPN 10 (t = 2,488; df = 6; p = 0,047; Fig.
14A). Em 20 DPN a expresséao de IDO ndo foi alterada no CF (t = 0,792;
df = 4; p=0,473; Fig. 14B) ou hipocampo (t =-0,917; df = 6; p = 0,394;
Fig. 14A). Da mesma forma, nos 30 e 40 DPN, a expressdo de IDO néo
alterou (30 DPN; CF t =-1,957; df = 7; p = 0,091; hipocampo t = -0,368;
df =7; p=0,724; Fig. 14C) e (40 DPN; CFt =-0,544; df = 9; p = 0,599;
hipocampo t = -0,773; df = 8; p = 0,462; Fig. 14D). A expressao da IDO
foi elevada no CF a 60 DPN (t = -3,34; df = 8; p = 0,010; Fig. 14E), mas
na expressao de IDO no hipocampo néo alterou a 60 DPN (t = -0,94; df =
9; p = 0,927; Fig. 14E).
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Figura 14 - Efeitos da prlvagao materna na expressdao génica de IDO do
hipocampoe CF em 10 (A), 20 (B), 30 (C) 40 (D) e 60 (E) DPN. Os valores s&o
expressos como média * erro padrdo da média (n = 3). * p <0,05 e * p < 0,0001,
diferente de ndo privados, de acordo com o teste t de Student.

A expressdo de GFAP foi diminuida em 10 DPN no CF (t = 2,845;
df = 5; p=0,036; Fig. 15A), mas nao alterou no hipocampo (t = 0,460; df
=8; p=0,658; Fig. 5A). Nem no CF ou no hipocampo foram encontradas
alteragdes na expressao de GFAP em 20, 30, 40 DPN ap6s a PM (20 DPN,
CFt=-0,773; df = 4; p = 0,483; hipocampo t = -0,453; df = 6; p = 0,679;
Fig. 15B), (30 DPN; CF t = 1,723; df = 6; p = 0,136; hipocampo t = -
0,772; df = 7; p = 0,465; Fig. 15C) e (40 DPN; CFt=1,323; df=9; p =
0,219; hipocampo t = 0,334; df = 9; p = 0,094, Fig. 15D). Na expressao
de GFAP em 60 DPN n&o houve alteracdo no CF (t=-1,647; df=8;p =
0,138; Fig. 15E). No entanto, no hipocampo, a expressdo de GFAP foi
aumentada a 60 DPN (t = -4,599; df = 6; p = 0,004, Fig. 15E).
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Figura 15: Efeitos da privagdo materna na expressdo génica de GFAP no CF e no
hipocampo em 10 (A), 20 (B), 30 (C) 40 (D) e 60 (E) DPN. Os valores sdo
expressos como média + erro padrdo da média (n = 3). * p <0,05, diferente de
n&do-privado, de acordo com o teste t de Student.
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A expressdo de AIF-1, um marcador de ativagdo microglial, esta
ilustrada na figura 16. Em 10 DPN foi mostrado que a expressao de AlF-
1 ndo alterou no CF de ratos privados (t = 0,952; df = 2,147; p = 0,435;
Fig. 16A) e no hipocampo (t = -2,433; df = 3,055; p = 0,092; Fig. 16A).
A 20 DPN, a expressdo de AlF-1 foi aumentada no CF (t = -4,667; df =
4; p=0,010; Fig. 6B), mas no hipocampo a 20 DPN a expressao de AlF-
1 ndo foi alterada (t = 1,856; df = 4,74; p = 0,134; Fig. 16B). A expressdo
de AIF-1 ndo mudou em 30 e 40 DPN (30 DPN, CFt=1,009; df = 6; p
= 0,352; hipocampo t = -1,079; df = 7; p = 0,316; Fig. 16C) e (40 DPN;
CFt=1,216; df = 9; p = 0,255; hipocampo t = 1,100; df = 7; p =
0,316; Fig. 16D). A 60 DPN a expressao de AlF-1 foi aumentada no CF
(t =-5,089; df = 7; p = 0,001; Fig. 16E), mas a expressao de AlF-1 ndo
foi alterada a 60 DPN no hipocampo (t =-0,137; df =3,759; p =
0,898; Fig. 16E).
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Figura 16 - Efeitos da privacdo materna na expressao génica de AlF-1 no CF e
no hipocampo em 10 (A), 20 (B), 30 (C) 40 (D) e 60 (E) DPN. Os valores sdo
expressos como média + erro padrdo da média (n = 3). * p <0,05 e * p <0,0001,
diferente de ndo privados, de acordo com o teste t de Student.
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4 DISCUSSAO

O desenvolvimento dos transtornos do humor, incluindo TDM,
parece estar associado a experiéncias adversas no inicio da vida (Widom
etal., 2007). Nesse estudo, foi demonstrado que a privacdo materna induz
comportamento do tipo depressivo na idade adulta (60 DPN) em ratos
submetidos a PM. No entanto, alterages em células gliais, astrocitos e
microglia, bem como alteracBes na expressdo da enzima IDO foram
observadas em diferentes fases do desenvolvimento. Os resultados do
presente estudo estdo de acordo com estudos anteriores que também
demonstraram que a PM foi capaz de induzir comportamento de tipo
depressivo em ratos adultos, como demonstrado pelo comportamento
anedobnico no splash teste e aumento do tempo de imobilidade no TNF
(Réus et al., 2011; 2015a; 2017; Ignécio et al., 2017;).

Recentemente, foi demonstrado que ratos submetidos a PM
apresentaram comportamento depressivo no TNF em 60 DPN, no entanto,
um aumento na neuroinflamacgdo e no estresse oxidativo foi evidente em
outros periodos do desenvolvimento (Réus et al., 2017), sugerindo que a
PM leva a alteragBes inflamatérias que podem influenciar as respostas
comportamentais tardias.

Estudos tém sugerido que um estado inflamatorio pode afetar
células residentes no cérebro, como neurénios, astrécitos e micréglia. De
fato, os camundongos nocautes para IL- 18 (-/-) apresentam ativacao
microglial induzida pelo estresse (Sugama et al., 2007), propondo um
papel importante das citocinas na regulagdo microglial em resposta ao
estresse. Além disso, os camundongos submetidos ao estresse no periodo
pré-natal aumentaram os niveis de RNAm de IL-1 e o numero total de
ativacdo microglial, marcado por Iba-1 no hipocampo (Diz-Chavez et al.,
2012). Outro estudo revelou que a ativacdo imune materna induzida pelo
lipopolisacarideo (LPS) em camundongos leva a um aumento na
expressao das citocinas pré- inflamatorias durante o desenvolvimento do
cérebro fetal e é mantido por toda a vida. Além disso, a inflamacédo
induzida pela ativacdo imune materna desencadeou uma ativagao
microglial e alterou os astrocitos na amigdala no periodo pré-natal
(O'Loughlin et al., 2017).

Os astrécitos sdo células gliais importantes envolvidas na
manutencdo da homeostase metabolica, ibnica e neurotransmissores no
cerebro. Além disso, estudos relataram que os astrocitos desempenham
um papel fundamental nas condicfes psiquiatricas, incluindo o TDM
(Monai e Hirase, 2017; Kimetal., 2017, Sild et al., 2017). O GFAP é uma
proteina citoesquelética expressa por astrécitos e exibe uma fungdo
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importante na estrutura e movimento celular, além de desempenhar um
papel na comunicacgdo neurdnio-astrocitos (Nedergaard et al., 2003). Um
aumento na expressao de GFAP est4 associado a ativagdo de astrocitos
(Middeldorp e Hol, 2011). Embora existam estudos documentando o
papel dos astrécitos no TDM, pouca atencdo tem sido dada aos efeitos da
PM em diferentes estagios de desenvolvimento.

Nesse estudo, foi demonstrado que ratos submetidos a PM tiveram
reducdo em células imonopositivas para GFAP no hipocampo em 20 DPN
e no CF em 10 DPN. No entanto, 0 GFAP foi aumentado em 40 e 60 DPN
no hipocampo ap6s a PM, sugerindo que células astrociticas tém
diferentes tipos de ativacdo durante o desenvolvimento. De fato, os
astrocitos desempenham um papel importante na funcdo sinéptica, na
formacéo e na remodelacdo durante o desenvolvimento (Parikshak et al.,
2013). Além disso, as fungdes de astrécitos podem alterar durante o
desenvolvimento devido a lesGes ou mudangas nas condices fisioldgicas
(Procko et al., 2011).

Estudos clinicos revelam que tanto 0 RNAmM como o ndmero de
células imunopositivas GFAP sdo diminuidos no cortex cerebral e no
hipocampo de pacientes com TDM (Si et al., 2004; Webster et al., 2005).
Estudos experimentais também tém relatado uma diminuicdo na
expressdo e células imunopositivas de GFAP no cortex cerebral e
hipocampo de roedores submetidos a estresse cronico (Czéh et al., 2006;
Banasr et al., 2010). De acordo com o presente estudo onde se encontrou
uma redugdo do GFAP no inicio da vida (10 e 20 DPN), outro estudo
relatou que ratos da linhagem Fischer com 14 dias submetidos a PM
tiveram uma reducdo na densidade de astrocitos reativos para GFAP no
cérebro, em areas implicadas no comportamento associado ao estresse
(Leventopoulos et al., 2007). No entanto, ratos machos e ndo fémeas,
submetidos a PM tiveram um aumento nas células imunopositivas do
GFAP no hipocampo e no cértex (LLorente et al., 2009). Esses achados
indicam que a PM pode induzir respostas diferentes nos astrocitos durante
o0 desenvolvimento e essas respostas podem ser relacionadas ao sexo. De
fato, é frequente uma menor quantidade de GFAP no CF de individuos
jovens com TDM, indicando que alteragdes astrocitarias poderiam ser um
contribuidor inicial para a fisiopatologia da TDM (Miguel-Hidalgo et al.,
2000; Sanacora e Banasr, 2013).

Os dados do presente estudo revelaram que ratos submetidos a PM
tiveram um aumento no GFAP RNAm e GFAP células imunopositivas na
vida adulta, indicando um aumento na ativacdo de astrocitos. Estes
resultados podem estar ligados a uma diminuicao da

ativacdo microglial marcada por Iba-1 neste periodo de
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desenvolvimento. De fato, um estudo com cultura de células neuronais e
gliais danificadas por uma neurotoxina dopaminérgica, foi

demonstrado uma ativacao de astrécitos seguidos de uma ativagéo
microglial (Zhang et al., 2010).

Os resultados apresentados mostraram uma ativacdo microglial
marcada por Iba-1 em 10, 20 e 30 DPN, e AlF-1 em 20 e 60 DPN. Iba-1
€ expresso em macréfagos de meninges cerebrais, macrofagos
supraependimais, células superficiais e estromais do plexo cordideo, bem
como na micrdglia (Kirik et al., 2010). A expressdo de Iba- 1 é aumentada
em condicdes patolégicas (Ito et al., 1998; 2001; Biesmans et al., 2013).
Além disso, o estresse crénico é capaz de aumentar células positivas Iba-
1 no CF de camundongos susceptiveis a anedonia (Couch et al., 2013).
Alguns estudos sugerem que o AlF-1 é considerado idéntico ao Iba-1. No
entanto, nem todos os anticorpos de uso comum contra Iba- 1/AIF-1
demonstram o mesmo resultado (Kirik et al., 2010). AIF-1 é uma proteina
citoplasmatica de 143 aminoacidos identificada principalmente em
humanos e ratos. Evidéncias sugerem que o AlF-1 esta envolvido em
processos inflamatdrios (Autieri et al., 2002). De fato, 0 AIF-1 é expresso
por células T ativadas e macréfagos, e regula a expressdo de mediadores
inflamatdrios, como citocinas (Zhao et al., 2013).

Estudos demonstram que as citocinas pré-inflamatorias produzidas
pela micrdglia podem induzir hipertrofia de astrécitos (Zhang et al.,
2010). Os niveis de citocinas produzidas por microglia sdo elevados em
resposta ao dano, e alguns receptores de citocinas, como IL-1, IL-6 e
TNF-0. também sdo encontrados em astrdcitos (Norris et al., 1994;
Nakamura et al., 2005; Benveniste e Benos, 1995). As células microgliais
residem no SNC e, em resposta a alteragGes fisiologicas, podem ser
ativadas por alteracBes na sua morfologia e funcdes. Estudos relataram
gue a ativacdo microglial esta implicada na fisiopatologia do TDM (Réus
et al., 2015b, Sild et al., 2017).

Vérios estressores cronicos sao capazes de induzir a proliferacdo
microglial no cérebro de roedores e esses efeitos estdo associados ao
comportamento depressivo (Nair e Bonneau, 2006). O presente estudo
revela que as mudangas comportamentais ocorreram na vida adulta,
diferentemente da alteracdo astrocitaria e da ativacdo microglial que
foram mais evidentes no inicio da vida ap6s a privacdo materna. Estes
resultados podem ser explicados, pelo menos em parte, por alteragdes nas
células neuronais induzidas inicialmente por alteragdes gliais. Realmente,
0s niveis elevados de glutamato por longos periodos, devido a atrofia de
astrocitos ou mediadores inflamatorios vindos da micrdglia, poderiam ser
fatores contribuintes para a perda sinéptica e dendritica (Kang et al., 2012;
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Hercher et al., 2010), levando a uma deficiéncia na funcdo neuronal.

De fato, as células microgliais desempenham um papel importante
na neurogénese, na sinaptogénese e na remodelacdo de axo6nios e
sinapses. Esse estudo parece ser o primeiro a demonstrar os efeitos da PM
na ativacdo microglial marcada por Iba-1 e AIF-1 durante o
desenvolvimento. Zhao e colaboradores (2014) revelaram que a privacao
do sono materno nos dias de gestagdo 4, 9 e 18 induziu comprometimento
cognitivo, comportamento anedbnico e aumentou mediadores
inflamatdrios e ativacdo microglial no hipocampo da prole em 20 DPN.
Além disso, os marcadores microgliais para o fenétipo M1, IL-1p, IL-6,
TNF-0, CD68 e 6xido nitrico sintetase foram aumentados, enquanto que
0 tratamento com minociclina, um farmaco com propriedades
inflamatdrias, reduziu as células imunopositivas Iba-1 e a producéo de
citocinas na prole (Zhao et al., 2015). Esses achados indicam que 0s
estressores durante os dias pré e pds-natais podem induzir alteracfes
microgliais que persistem durante o desenvolvimento.

A Figura 17 busca demonstrar a relacdo entre a ativacdo microglial,
com liberagdo de citocinas, posterior ativacdo astrocitaria e envolvimento
na regulacdo de neurotransmissores (serotonina e glutamato) na fenda
sinaptica.
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Figura 17 - Relacéo entre a ativacdo microglial, com liberagéo de citocinas (azul),
ativacdo astrocitaria, neurdnio pré e pos-sinaptico. Possivelmente ocasionando
uma alteracdo na disponibilidade de neurotransmissores: serotonina (cinza) e
glutamato (vermelho).

As citocinas inflamatdrias a partir da ativagdo microglial podem
ativar a IDO, uma enzima responsavel por metabolizar o TRP na via da
quinurerina (Leklem, 1971; Réus et al., 2015c, Cervenkaetal., 2017). Em
células microgliais, a quinurenina é preferencialmente convertida em
acido quinolénico, um metabolico neurotéxico, ou quinurénico, que
possui efeitos neuroprotetores mediados por receptores NMDA (McNally
et al., 2008; Muller e Schwarz, 2007), assim, a via quinurenina pode
desempenhar um duplo papel, dependendo do equilibrio da via e dos
fatores que a influenciam.

A via da quinurenina tem sido implicada na fisiopatologia de
condices psiquidtricas, incluindo a esquizofrenia (Réus et al., 2018) e o
TDM (Réus et al., 2015c). No presente estudo, foi revelado que a
expressdo da IDO diminuiu no hipocampo em 10 DPN (infancia) e
aumentou no CF a 60 DPN (adulto). A expressdo de enzimas e
componentes-chave da via da quinurenina reflete que essa via estd
presente durante o desenvolvimento embrionario (Beal et al., 1992; Saito
et al., 1993). Além disso, a via da quinurenina é considerada importante
no desenvolvimento cerebral. De fato, mudangas na transmisséo sinaptica
e na expressdo da proteina envolvida com a neuroplasticidade, foi
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demonstrada no cérebro de ratos Wistar adultos apés a inibicdo pré-natal
da via da quinurenina (Forrest et al., 2013).

Assim, sugere-se que uma menor expressdo de IDO em 10 DPN
encontrada em ratos privados no presente estudo poderia estar associada
ao fendtipo comportamental tardio. Outra hipdtese é que as mudancas na
via da quinurenina mediada por IDO podem ser atribuidas a um estado
inflamatdrio, principalmente por ativagdo microglial induzida por PM e
entdo, inducéo da atividade IDO e sintese de metabolitos neurotdxicos
(Chaves-Filho et al., 2018). De fato, o inicio da gravidade dos sintomas
depressivos em pacientes sob imunoterapia esta fortemente associado a
atividade IDO (Vignau et al., 2009). Muitas citocinas pré-inflamatdrias
podem ser indutoras da expressdo de IDO incluindo TNF-TJ e IL-1p
(Oxenkrug, 2010; Feltes et al., 2017). Em ratos adultos (60 DPN)
submetidos a PM, maiores niveis de citocinas pré-inflamatérias foram
relatados na periferia e nas reas do cérebro envolvidas com TDM (Réus
et al., 2015d, 2017).

No entanto, a cetamina, um antagonista do receptor NMDA, foi
capaz de diminuir os niveis de citocinas inflamatorias e exibir efeitos
antidepressivos em ratos adultos apés a PM (Réus et al., 2015d), os
resultados sugerem que 0 aumento da expressdo de IDO em ratos adultos
privados poderia estar associado, pelo menos em parte, aos niveis
elevados de citocinas pro-inflamatérias estimulados pela ativacdo
microglial em estagios iniciais da vida.

O comportamento depressivo induzido por LPS em camundongos
com obesidade genética foi associado a ativagdo de IDO ap6s niveis
elevados de TNF-I" e IL-1B no hipocampo (Dinel et al., 2014). Por outro
lado, a diminuicdo da expressdo de IDO a 10 DPN encontrada no presente
estudo pode ser atribuida aos niveis de citocinas anti-inflamatdrias, como
alL-4 e a IL-10. De fato, essas citocinas podem inibir a IDO (Oxenkrug,
2010). Resultados do laboratério (dados ndo publicados) revelaram um
aumento na IL-10 no cérebro de ratos a 10 DPN ap6s a PM, assim a
reducdo na expressao de IDO poderia estar associada a niveis elevados de
I1L-10.

Ao contrério, a I1L-10 foi reduzida ao longo do desenvolvimento
(DPN 20, 30, 40 e 60) (Réus et al., 2017), de acordo com a expressao
elevada de IDO conforme relatado na vida adulta. A relacdo da ativagéo
de IDO pelas citocinas pré-inflamatorias com desvio do TRP para via das
quinurininas e  consequente  diminuicdo da  disponibilidade
serotoninérgica, bem como producdo de QUIN (agonista do receptor
NMDA) esté representada na Figura 18.

Uma limitacdo do presente estudo é o fato de que os metabdlitos
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da via da quinurenina ndo foram avaliados para explorar se alteragdes
encontradas sdo manifestacbes devido a ativacdo de metabolitos
neurotoxicos da via ou outro mecanismo ndo considerado.

Citocinas pro- Triptofano N
inflamatdrias

1DO- Incloleamina 2,3 dioxigenase

m-__—___’

KMO -Quinurinina-3-monooxigenase

licido
quinurénico
KYNA

Antagonista do

receptor NMDA
3-Hidroxiquinurinina
OHK

Quinurinase I

Acido 3-Hidroxiantranilico

ATP +Acido Acido quinolinico
piconilico QUIN

Agonista do
receptor NMDA

HAA

Figura 18 - Representagdo da ativagdo de IDO, com desvio do triptofano para via
das quinurininas, diminuicdo serotoninérgica e ativagdo do receptor NMDA.

Ativacdo da IDO por citocinas pro-inflamatérias (IL-10), liberadas
por microglias ativadas. Desviando o triptofano para a via da quinurinina,
diminuindo a disponibilidade de serotonina. Produzindo quinurinina
(KYN), que pode ser metabolizado em Acido quinurénico (KYNA), um
antagonista do receptor NMDA. Ou seguir na via das quinurininas sendo
metabolizado pela quinurinina 3-monooxigenase (KMO) em 3-
hudroxiquinurinina (OHK), que pela acéo da quinurinase torna-se Acido
3-hidroxianranilico (HAA), tendo por metabolito final ATP + Acido
piconilico e Acido quinolinico (QUIN), agonista do receptor NMDA.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

Em conclusdo, os achados desse estudo sugerem que 0 estresse
induzido pela PM no inicio da vida desempenha um papel negativo no
comportamento ao longo da vida, além de alterar células cerebrais e vias
envolvidas com a neuroplasticidade e a sobrevivéncia neuronal. Embora
as alteragdes comportamentais tenham ocorrido apenas na vida adulta, as
alteracBes nos marcadores associados a ativacao microglial e astrocitaria,
e alteragBes na enzima IDO foram detectadas no inicio da vida. Essas
mudancgas podem ser, pelo menos em parte, envolvidas no fenétipo
comportamental de longo prazo. Mais estudos sdo necessarios para
investigar melhor a via da quinurenina e como ela esta conectada ao dano
de células gliais e neuronais durante o desenvolvimento apés o trauma
induzido pela PM. Além disso, uma abordagem terapéutica direcionada a
essas células e vias poderia ser melhor investigada.
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ANEXO | — CERTIFIICADO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

\y Universidade do Extremo Sul Catarinense ACEUA »
. m - - - z o)
Unese Comissdo de Etica no Uso de Animais e
CERTIFICADO

Certificamos gue a proposta intitulada “Investigagdo das interagfes neurcimunes no
transtormo depressive maior durante o desenvolvimento”, registrada com o protocolo
n® 058720161, scb a responsabilidade de Josiane Budni, junte 3 equipe: Gislaine Z
Réus, Helena M. Abelaira, Gabrielly Cruvinel Fernandes, Amanda Luiz Maciel,
Zuleide Maria lgnacio, Danyela Matos, Julia Possamai Demo, Julia Bardini, Airam
Barbosa de Moura - que envolve a produgdo, manutengdo ou wilizagio de animais
pertencentes ao file Cherdata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa
cientifica [ou ensing) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.784, de 3 de
outubro de 2008, do Decreto n® 6800, de 15 de julho de 2008, e com as nomas editadas
pelo Conselho Macional de Controle de Experimentagao Animal (COMCEA), e foi
aprovade pela Comiss3o de Etica no Uso de Animais - GEUA da Universidade do
Extrema Sul Catarinense - UNESC, em reunido de 3032016,

Finalidade { JEnsing | X ) Pesquisa Cientifica
Vigénoia da autorizagio | 01/08/2016 a 011272017
Especieflinhagem/aga | Rato heterogénico Wistar

M* de animais 120

Pesolldade 50-350g / 1 a 80 dias
Sexo Masouling

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 11.784/08, has analyzed
the following Project:

Project tile: "The neurcimmune basis underlying the developmental programming of
depressive-like behavior induced by experimental maternal care deprivation”.
Protocol number: 03820461

Principal Investigator: Josiane Budni

Researchers: Gislaine Z. Réus, Helena M. Abelaira, Gabrielly Cruvinel Fernandes,
Amanda Luiz Maciel, Zuleide Maria Ignacio, Danyela Matos, Julia Possamai Demo,
Julia Bardini, Airam Barbosa de Moura.

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 wyou hawve further questions., please contact ws  on
www.unese.natipropaxiceua or by e-mail: caua@unasec.nat

X
Jairo Joes Zocche

Coordenadeor da CEUA

Criciima, 31 de maio de 2016.



