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RESUMO

Adversidades precoces na vida, como infeccdes e estresse, estdo relacionados a manifestacédo
de transtornos neuropsiquiatricos, tais como autismo e esquizofrenia. Estas alteracGes podem
ser desencadeadas por mecanismos inflamatorios e/ou neurotroficos. Neste contexto
decidimos realizar uma ampla gama de testes comportamentais e neurobiol6gicos, como a
participacdo da indolamina 2,3-dioxigenase (IDO) - a primeira enzima de degradacdo do
triptofano que limita a velocidade na via das quinureninas, associada a diminuicdo da
serotonina (5-HT) e do é&cido quinolinico (um composto neurotdxico) - , interleucinas,
estresse oxidativo e de outros marcadores neuroquimicos relevantes ao estudo em
camundongos swiss machos e fémeas periadolescentes [dia pds-natal (PN) 35] e adultos
(PN70) desafiados neonatalmente (PN 5 e 7) com Lipopolissacarideo (LPS) da cepa
Escherichia coli, com o intuito de contribuir com a determinacdo dos chamados periodos
criticos do desenvolvimento, possibilitando no futuro a prevencao e o tratamento de alteracdes
nos periodos mais prejudiciais, o que viabilizara uma melhor qualidade de vida para o
paciente, familiares e para a sociedade, bem como a reducdo nos gastos com salde publica
com patologias desencadeadas pela exposi¢do ao LPS durante o neurodesenvolvimento. Uma
vez que os transtornos do neurodesenvolvimento sdo influenciados pelo sexo, avaliamos
camundongos machos e fémeas. Os camundongos machos desafiados com LPS apresentaram
comportamento tipo-depressivo, ansiedade, comportamento repetitivo e déficits de memoria
de trabalho no PN35, enquanto no PN70 s6 os comportamentos de ansiedade e tipo-
depressivo foram mantidos. As fémeas apresentaram deficits de inibi¢do pré-pulso (IPP) em
ambas as idades estudadas. As alteracbes neuroquimicas foram determinadas no cortex pré-
frontal (CPF), hipocampo (HC) e hipotadlamo (HT). Observamos aumento de interleucina (IL-
4) (CPF, HC e HT) e niveis diminuidos de IL-6 (CPF, HC e HT). Ocorreu aumento do fator
neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) (HC) em ambos os sexos e idades avaliadas.
Apenas camundongos machos desafiados com LPS apresentaram aumento da atividade de
mieloperoxidase (MPO) no HC na adolescéncia e idade adulta e aumento dos niveis de
interferon gama (IFNy), nitrito, expressdo da IDO e diminuicdo da parvalbumina quando
adulto. Na via das quinureninas, houve diminui¢do de serotonina (5-HT)(HC) somente em
camundongos machos, enquanto o &cido quinolinico (QUIN) diminuiu em ambos 0s sexos no
PN70. Em conjunto, essas foram as principais diferengas comportamentais e neuroquimicas
observadas no presente estudo entre machos e fémeas que sofreram o desafio imune neonatal

por LPS. Concluimos que o desafio por LPS neonatal desencadeia um espectro de



comportamentos e alteracGes neurobioldgicas que se manifestam durante a adolescéncia e se
assemelham ao transtorno do espectro autista inespecifico (atipico), sendo, possivelmente, um

modelo relevante para o estudo das diferencas deste transtorno.

Palavras-chave: Desafio imune neonatal. Lipopolissacérideo. Neurodesenvolvimento.
Transtorno do espectro autista (TEA). Diferenca de sexo.
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ABSTRACT

Early life adversities, such as infections and stress, are related to the manifestation of
neuropsychiatric disorders, such as autism and schizophrenia. These changes may be triggered
by inflammatory and / or neurotrophic mechanisms. In this context, we decided to carry out a
wide range of behavioral and neurobiological tests, such as the participation of indolamine
2,3-dioxygenase (IDO) - the first tryptophan degradation enzyme that limits the speed in the
kynurenine pathway, associated with a decrease in serotonin And interleukins, oxidative
stress, and other neurochemical markers relevant to the study in male and female swiss mice
(postnatal day (PN) 35) and neonatal challenged adults (PN70) (PN 5 and 7) with
Lipopolysaccharide (LPS) of the strain Escherichia coli, with the purpose of contributing to
the determination of the so-called critical periods of development, making it possible in the
future to prevent and treat changes in the most harmful periods, Quality of life for the patient,
family and society, as well as the reduction in Gies triggered by LPS exposure during
neurodevelopment. Since neurodevelopmental disorders are influenced by sex, we evaluated
male and female mice. Male mice challenged with LPS showed type-depressive behavior,
anxiety, repetitive behavior and working memory deficits in the PN35, whereas in PN70 only
the anxiety and depressive-type behaviors were maintained. Females had pre-pulse inhibition
(PPI) deficits at both ages studied. Neurochemical changes were determined in the prefrontal
cortex (CPF), hippocampus (HC) and hypothalamus (HT). We observed increased interleukin
(IL-4) (PFC, HC and HT) and decreased levels of IL-6 (PFC, HC and HT). There was an
increase in brain-derived neurotrophic factor (BDNF) (HC) in both sexes and ages evaluated.
Only male mice challenged with LPS showed increased myeloperoxidase (MPO) activity in
HC in adolescence and adulthood and increased levels of interferon gamma (IFNYy), nitrite,
IDO expression, and parvalbumin decrease in adult. In the kinurenin pathway, serotonin (5-
HT) (HC) decreased only in male mice, whereas quinolinic acid (QUIN) decreased in both
sexes in PN70. Together, these were the main behavioral and neurochemical differences
observed in the present study between males and females who underwent neonatal immune
challenge by LPS. We conclude that the challenge for neonatal LPS triggers a spectrum of
neurobiological behaviors and changes that occur during adolescence and resemble non -
specific (atypical) autistic spectrum disorder, possibly being a relevant model for the study of
the differences of this disorder.

Keywords: Neonatal immune activation. Lipopolysaccharide. Neurodevelopment. Autistic
Spectrum Disorder (ASD). Difference of sex.
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1. INTRODUCAO

As adversidades da primeira infancia podem desencadear transtornos
neuropsiquiatricos (KESSLER et al. 1997). As consequéncias imediatas e duradouras dessas
adversidades foram estudados em modelos animais baseados, por exemplo, na exposi¢éo
neonatal ao estresse (ROTH et al., 2009) ou por meio da administracdo intracerebral ou
sistémica de endotoxina, o lipopolissacarideo (LPS) (PANG et al., 2003; PANG et al., 2016).

O LPS é o principal constituinte da membrana externa de bactérias Gram negativas.
Trabalhos prévios mostram que a administracdo neonatal de LPS imita alteracdes fisioldgicas
e comportamentais induzidas por uma infeccdo bacteriana Gram negativa (ALEXANDER,;
RIETSCHEL, 2001) que é de alta prevaléncia durante o periodo pré-natal e neonatal. Nao
apenas isso, o desafio neonatal com LPS em roedores pode imitar desequilibrios precoces na
microbiota do intestino, também referida como disbiose intestinal. Na verdade, observou-se
que criangas infectadas pelo HIV que ndo estavam em terapia apresentaram translocacao
microbiana do intestino, considerada uma das principais causas de ativacdo imune
(PILAKKA -KANTHIKEEL et al., 2014), sendo LPS plasmatico um marcador desta ativacéo
imunitaria (VASSALLO et al., 2012).

As alteracdes comportamentais a longo prazo induzidas pela exposicdo pré- e pos-
natal de roedores ao LPS variam de comportamentos semelhantes ao autismo [induzidos pelo
desafio no dia embrionario 9,5 (KIRSTEN et al., 2013) ou pelo desafio neonatal no dia pés-
natal (PN) 3 (PANG et al., 2016)], alteracGes tipo esquizofrenia [induzidas por LPS em PN 15
e 16] (WISCHHOF et al., 2015)] a comportamentos de ansiedade [Induzida pelo desafio de
LPS nas PN 3 e 5) (WALKER et al., 2009)] e tipo-depressdo (TISHKINA et al., 2016). E
importante mencionar que a ansiedade pode ocorrer em até 65% dos pacientes com
esquizofrenia (TEMMINGH; STEIN 2015) e nos transtornos do espectro autista (TEA)
(CHALFANT et al., 2007).

Até a presente data, poucos estudos associaram a exposi¢do pos-natal precoce ao LPS
com a ocorréncia de alteracbes comportamentais relacionadas ao TEA. Neste contexto, um
estudo demonstrou que o desafio de LPS no PN3 resultou em disfun¢des na comunicacao

(avaliadas no PN10) e cognitivas (avaliadas no PN40). Esses autores associaram as
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anormalidades neurocomportamentais desencadeada por LPS no desafio neonatal com TEA
(PANG et al., 2016).

O autismo é um transtorno do desenvolvimento neuroldgico caracterizado por déficits
interacéo, cognicdo, dificuldades com a linguagem e comportamento repetitivo / restrito. Este
transtorno é 4-5 vezes mais prevalente em homens, além de apresentar uma importante

influéncia do sexo na manifestacdo dos sintomas (LAl et al., 2015).

A ocorréncia de sintomas distintos entre os sexos torna o diagnostico de TEA em
mulheres mais dificil. As dificuldades na avaliagdo sdo parcialmente responsaveis pela
subestimacdo da prevaléncia desse transtorno em mulheres (BEGGIATO et al., 2016). E
importante destacar que, até a presente data, poucos estudos pré-clinicos avaliaram influéncias
sexuais nas alteracGes neurobioldgicas presentes no TEA. As alteracbes neurobioldgicas
subjacentes parecem depender da gravidade deste transtorno. Nesse sentido, 0s niveis séricos
do Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro (BDNF) foram significativamente maiores em
pacientes portadores de Autismo atipico (fenétipo clinicamente mais suave sem
comprometimento cognitivo importante) em comparagdo com os controles, mas ndo em casos
tipicos de TEA (fendtipo clinicamente grave com importante comprometimento cognitivo)
(KASARPALKAR et al., 2014). A desregulagdo imune caracterizada por niveis anormais de
citocinas como a interleucina (IL) -6, IL-4, IFN-y é observada no autismo (GOINES;
ASHWOOD, 2013). Esta desregulacdo imune observada na TEA também esta relacionada a
altos niveis de producédo de 6xido nitrico (NO). De fato, criancas com TEA apresentam niveis
plasméaticos mais altos de NO, este aumento possivelmente esta ligado a atividade do
interferon gama (IFN-y) (SWEETEN et al., 2004). Além disso, 0s neurdnios imunorreativos
de parvalbumina (putativamente, GABAérgico) foram associados com déficits cognitivos e

sintomas negativos de esquizofrenia e autismo.

A indolamina 2,3-dioxigenase (IDO) é uma enzima de catabolizacdo do triptofano,
cuja atividade é induzida pela inflamacdo, sendo relacionada com achados de
comportamentos tipo-depressivo. Esta enzima esta associada a via das quinureninas, e 0
aumento de sua atividade leva a producdo do metabdlito &cido quinolinico resultando em
danos neuronais por estresse oxidativo atraves da estimulagdo dos receptores de NMDA.

Estudos demonstraram que a expressdo de IDO pode ser regulada por outros estimulos
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inflamatorios além do IFNy, incluindo o LPS (CONNOR et al., 2008; NISAPAKULTORN et
al., 2009).

De acordo com o exposto, nos hipotetizamos que as alteracdes induzidas por LPS na
cognicéo, ansiedade e/ou depresséo, relatadas em alguns estudos anteriores podem ndo ser um
sintoma isolado, mas parte de um transtorno mais complexo, como TEA ou esquizofrenia, que
ndo poderiam ser totalmente avaliadas nesses estudos prévios devido as avaliagdes
comportamentais limitadas. Portanto, conclusdes conflitantes foram observadas em estudos
pré-clinicos prévios ao nosso sendo que acreditamos que as alteracbes comportamentais a
longo prazo induzidas pela exposicdo precoce ao LPS podem refletir sintomas de
sobreposicdo entre TEA e esquizofrenia (STONE; IGUCHI, 2011) tendo a ansiedade e
depressdo como co-morbidades. Assim, o presente estudo foi projetado para realizar um
amplo espectro de testes comportamentais e neurobiol6gicos como uma tentativa de contribuir
para um melhor conhecimento sobre as consequéncias comportamentais e neuroquimicas do

desafio imune neonatal por LPS.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Neurodesenvolvimento e a interferéncia de eventos adversos precoces

O desenvolvimento do cérebro é um processo notavel. Células progenitoras nascem se
diferenciam e migram para suas posi¢des definitivas. Importantes conexdes sinapticas sao
formadas de ax6nios e dendritos que preparam potencialmente o campo para a codificacdo de
informacBes para o resto da vida. No cérebro de mamiferos, as sinapses e 0s receptores
presentes na maioria das regides cerebrais sdo produzidos em excesso e eliminados quase que
pela metade durante duas fases da vida: imediatamente antes do nascimento (poda neuronal)
e durante as transi¢fes da infancia, adolescéncia, até a idade adulta. Este processo resulta em
diferentes periodos criticos e sensiveis do desenvolvimento do cérebro. Dessa forma, o
cérebro tornou-se um tema desafiador para corresponder as necessidades do ambiente. A
exposicdo a elementos positivos e negativos (por exemplo, desafios imunes) antes da
adolescéncia pode interferir sobre a formacéo final do cérebro do adulto de um modo que
difere da exposicdo a esses mesmos elementos ap6s a adolescéncia (ANDERSEN, 2003;
DANTZER, 2008; CALLAGHAN, 2008; CZAPSKI et al., 2010; TAVARES et al., 2011;
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ZUNSZAI, 2012, GRIN'KINA, 2012), estas exposi¢Oes em diferentes fases da vida podem

ter consequéncias diversas ainda pobremente conhecidas.

Os processos do neurodesenvolvimento ocorrem em fases (figural), preparando o
palco para periodos potenciais de vulnerabilidade. Desse modo, acredita-se que insultos no
inicio da vida serdo assimilados em inervagdes padrdes do cérebro, enquanto insultos depois

da fase pré-puberal causardo mudancas funcionais que podem ser mais adaptativas.

Figura 1 - Etapas de desenvolvimento do cérebro e diferentes janelas de vulnerabilidade:
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Os dias pos-natais (PNs) 1-3 em roedores correspondem a 23-32 semanas de gestacao
humana, sendo um periodo caracterizado pelo desenvolvimento do sistema imunolégico e
estabelecimento da barreira hemato-encefalica. Ja nos PNs 5-10, o sistema imunoldgico esta
se consolidando, enquanto a densidade axonal e dendritica estdo aumentando, assim como a
gliogénese estd em pico. Portanto, os PNs de exposicdo ao LPS tém relevancia para as
alteracbes comportamentais e neurobioldgicas observadas em diferentes fases da vida que
podem ser caracteristicos de transtorno do TEA, esquizofrenia, ansiedade e depresséo.

Achados moleculares tém sido usados para mostrar similaridades entre humanos e roedores,
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dando suporte a visdo de que alteragdes comportamentais sdo ligadas a mudangas moleculares
(CLAYPOOLE et al, 2016.; ABAZYAN et al.,, 2010, ASHWOOD et al., 2010, 2011;
CAREAGA et al., 2010; GARAY; MCALLISTER, 2010; MULLER; ACKENHEIL, 1998;
PACE; HEIM, 2011; SCHWARZ; BILBO, 2012; WATNABE et al., 2010; MACRAE et al.,
2015; SCHWARZ et al., 2011; PANG et al., 2016).

2.2 Desafio imune neonatal por LPS

A ativacdo imunoldgica do inicio da vida regula a programacdo do desenvolvimento
cerebral e influencia o comportamento na vida adulta. O sistema imunoldgico esta envolvido
no desenvolvimento do cérebro de forma significativa, e varios tipos de ativacdes
imunoldgicas neonatais exercem influéncias sobre o cérebro e comportamento na idade adulta
(YANG, et al., 2016).

O desafio imune neonatal por LPS - endotoxina da parede celular de bactérias Gram
negativas (ex. Escherichia coli) - maior fator de viruléncia dessas bactérias (figura 2) -
desencadeia alteracBes neurobioldgicas que resultam na amplificacdo das reacGes
inflamatorias sistémicas por toda a vida (MACRAE, 2015).

Figura 2 - Micrografia eletronica de Escherichia coli (a), juntamente com uma representacdo esquematica da
localizagdo do LPS na parede celular bacteriana (b). Também € mostrada a arquitetura (c) do LPS e a estrutura
primaria do seu centro téxico, o componente de lipido A (d):
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A inflamacdo da primeira infancia é comumente associada a interrup¢des de memdria
espacial em uma variedade de tarefas comportamentais (DINEL et al., 2014, VORHEES et
al., 2015 e ZHANG; VAN PRAAG, 2015). Além disso, estudos demonstram a existéncia de
"janelas criticas" durante as quais um desafio imune deve acontecer para que resultados
comportamentais especificos ocorram (HARRE et al., 2008). Essas interrupgdes também s&o
mediadas de maneira dependente do tempo em relacdo a trajetéria de quando elas séo
expressas (ou seja, adolescéncia versus idade adulta). Portanto, dois eventos podem ocorrer
pela ativacdo imunoldgica no inicio da vida: i) modulacdo direta ou interrupcdo do
neurodesenvolvimento ou ii) alteragdo da resposta neuroimune a um desafio imune
subsequente na idade adulta (MACRAE, 2015).

Independente do modelo utilizado, parece bem estabelecido por estudos que a
exposicdo neonatal aos LPS afeta o desenvolvimento por longa duragdo, com mudancas de
comportamentos e alteracfes neuroenddcrinas (BARTH et al., 2016; ZOLBANIN et al.,
2013; LUNARDELLLI, 2013; BOISS et al., 2004; SHANKS et al., 2000), ficando claro que
intervencdes nestes periodos importantes provocam o que tem sido chamado de
“programming”, ou seja, uma “marca” no desenvolvimento de diferentes sistemas que
permanecem e se perpetuam ao longo da vida (CHINTAMANENI et al., 2014; XIONG &
ZHANG, 2013; BILBO et al., 2005).

2.3 Alteracdes imunoldgicas e neurotréficas produzidas por desafio imune neonatal com
LPS

O sistema imunolégico tem um papel critico na funcdo cerebral, no desenvolvimento,
salde e doenca (CLAYPOOLE et al, 2016). As células imunocompetentes primarias do
cérebro, a microglia, estdo cada vez mais implicadas na etiologia de muitos distarbios
neuropsiquiatricos (RICO et al., 2010). A ativacdo imunologica durante o desenvolvimento
neonatal, um tempo de enorme maturagéo e maior vulnerabilidade a fatores ambientais como
uma infeccdo bacteriana (MCGOWAN, 2015), tem mostrado afetar a fungdo microglial no
cérebro (WILLIAMSON et al., 2011), susceptibilidade & doenga, reatividade ao estresse e
neuropsicopatologias (WILLIAMSON; BILBO, 2013; SCHWARZ; BILBO, 2012;
WILLIAMSON et al., 2011; MOUIHATE et al.,, 2010; BILBO; SCHWARZ, 2009;
KARROW, 2006; SPENCER et al., 2006). Uma vez que o LPS entra em contato com o
organismo animal, seja a partir de uma bactéria Gram-negativa como a E. coli, ou pela

administracdo direta do mesmo, inicia-se uma série de respostas no organismo infectado
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(Figura 3). Esta endotoxina pode atuar em macrofagos, mondcitos, neutréfilos, plaquetas
sanguineas e células endoteliais (SALUKJUSZCZAK; WACHOWICZ, 2005).

O LPS que se encontra no plasma liga-se a uma proteina de fase aguda do hospedeiro,
0 LBP (proteina ligadora de LPS, ou lipopolysaccharide binding protein), produzida no
figado do animal, formando um complexo chamado de LPS:LBP. O complexo transfere o
LPS para a proteina de membrana periférica CD14 na superficie dos macrofagos, iniciando a
ativagdo celular (FENTON; GOLENBOCK, 1998; ADEREM; ULEVITCH, 2000; MIYAKE,
2003; MURPHY et al., 2010). O novo complexo formado, chamado de LPS:CD14, ativa a
sinalizacdo do receptor semelhante ao Toll (ou toll-like receptor, TLR)-4, ao qual é
complexada a proteina MD-2, gerando o sinal transmembranar para o nudcleo. Dentro do
macrofago ocorre uma série de reacGes em cascata, incluindo a atuacdo de MyD88, IRAK,
TRAF6, TAK-1, quinase 1kB, AP-1, dentre outras (algumas ainda ndo elucidadas), até a
ativacdo do fator nuclear de transcrigdo NF-kB (envolvido na plasticidade, desenvolvimento e
neurodegeneracdo em neurdnios e células da glia), que ativa os genes que codificam as
proteinas envolvidas na defesa contra a infec¢do, que séo as citocinas pré-inflamatorias (IL18,
IL6, TNFa) (ADEREM; ULEVITCH, 2000; HARJU et al., 2005; HAVA et al., 2006;
ROMERO et al., 2007; MURPHY et al., 2010) (Fig.3).

Diversas regides do cérebro expressam receptores para citocinas tanto na glia quanto
nos neurbnios (AVITSUR; YIRMIYA, 1999). No SNC as citocinas podem modular
neurotransmissores centrais como dopamina, serotonina, noradrenalina, acido gama-
aminobutirico (GABA), acetilcolina, neuropeptideos, dentre outros. Atuam ainda na
diferenciacdo e crescimento neuronal, na migracdo dos neurbnios para seus alvos e na
modificacdo da plasticidade sindptica. Portanto, em niveis fisiologicos, as citocinas
desempenham importantes papeis no cerebro, como, por exemplo, na neurogénese,
neuromodulacdo, na memoria e no sono (LORTON et al., 2006; MCAFOOSE; BAUNE,
2009). Porém, as citocinas podem causar morte celular durante o desenvolvimento cerebral
(DANTZER, 2005; GOLAN et al., 2005; DUNN, 2006; HAVA et al., 2006), ativar 0 eixo
HPA com a liberagdo do fator liberador de corticotrofina do hipotdlamo, que secreta o
horménio adrenocorticotropico da glandula pituitaria, resultando em aumento de
glicocorticoides na corrente sanguinea periférica. Esses glicocorticéides tém funcdo bésica de

frear a ativagdo do sistema imune. Em niveis elevados no SNC e em exposi¢Ges cronicas sdo
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prejudiciais ao individuo, sendo conhecido como o horménio do estresse, podendo causar
danos, como por exemplo, a morte de neurdnios (SAPOLSKY, 2000) (Figura 3).

Figura 3 - Mecanismos de acdo do LPS
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Estudos anteriores descrevem ainda, desequilibrios no fator neurotréfico derivado do
cérebro (BDNF), na resposta hipocampal e periférica de leptina e nos niveis de
mieloperoxidase (MPO), reducgdo na expressdo de neurdnios imunorreativos a parvalbumina e
outras modificacdes crbnicas precipitadas pela ativacdo imune sistémica, como as alteracGes
comportamentais (COYLE et al.,, 2003; MEYER et al.,, 2008a, SHI et al.,, 2003;
PATTERSON, 2009) observadas nos testes de nado forcado (aumento no tempo de
imobilidade animal), em varios parametros do teste de campo aberto (aumento do tempo no
meio, grooming), comportamento de risco avaliado pelo teste de odor do gato, déficits
sensorio-motor no testes de inibicdo pré-pulso, interacdo social e labirinto em Y (memoria)
(KIRSTEN, 2012).

LPS ¢ ainda capaz de produzir a enzima Oxido nitrico sintase, que leva a producgéo do
Oxido nitrico (Figura 3), que é um importante mediador inflamatério, com acdo
vasodilatadora, podendo agir também no SNC (ROCHE et al., 2006; MURATORE et al.,
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2009). Sabendo disso, o estresse oxidativo tem sido proposto como um mecanismo
subjacente a interrup¢des em modelos animais de ativacdo imune, bem como esquizofrenia e
autismo (DO et al., 2000; BOSKA, 2010; GU et al., 2015).

Conforme previamente mencionado, alteragfes sutis no ambiente imune perinatal
podem alterar o curso normal de desenvolvimento, aumentando potencialmente a
susceptibilidade ao insulto secundario ao SNC e predispondo a transtornos neuropsiquiatricos
como esquizofrenia e autismo na idade adulta (BROWN et al., 2004; SHI et al., 2003;
RANTAKALLIO et al., 1997; HOMIG et al., 1999). Durante a vida neonatal precoce, 0
potencial neurogénico é progressivamente restringido a zona subventricular dos ventriculos
laterais e a zona subgranular (SGZ) do giro denteado do hipocampo, com a sua persisténcia ao
longo da idade adulta (GAGE et al., 1998; ERIKSSON et al., 1998; CURTIS et al., 2007).
Esta hipdtese apoia o papel importante do hipocampo na aprendizagem e na memoria. Sob
condigdes fisioldgicas, a microglia tem numerosas fungdes, incluindo a manutencgéo sinaptica
(TREMBLAY et al., 2010) e a fagocitose de células recém-nascidas no hipocampo (SIERRA
et al., 2010). Em resposta a alteracdes patoldgicas no microambiente do SNC, a microglia
assume rapidamente um fendtipo “upregulated” ou "ativado"; sofrendo alteragdes na
morfologia e expressdo do antigeno de superficie, e sintetizando numerosas citocinas pro-
e/ou anti-inflamatérias (KREUTZBERG et al., 1996; HANISCH et al., 2002; DAVALOS et
al., 2005; NIMMERJAHN et al., 2005). No nivel mais amplo este fendtipo ativado pode ser
classificado como proinflamatério (M1) ou anti-inflamatorio (M2) (COLTON et al., 2009),
uma categorizacdo dependente da natureza do perfil inflamatério geral de cada celula, que é
influenciado pela natureza e duragdo do estimulo inflamatério (BUTOVAKY et al., 2006;
CACCI et al., 2008). A microglia exibe tanto o potencial neuroprotetor como o potencial
neuro-regenerador (BUTOVAKY et al., 2006; STRIET et al., 2002) e, além disso, abrigam
atividade microbicida, facilitada pela producdo e liberacdo de espécies reativas de oxigénio
(INNAMORATO et al., 2009; SMITH et al., 2014) (Figura 3).

Outros estudos tém focado em mecanismos potenciais que podem ligar 0s transtornos
neurodesenvolvimentais induzidos por inflamagdo ao metabolismo do triptofano (TRP)
(Figura 4), particularmente no cérebro, onde uma reducéo na biodisponibilidade do triptofano
pode afetar a neurotransmissdo serotoninérgica e desempenhar um papel sinérgico na indugéo
de sintomas depressivos (WIDNER et al., 2002; NEUMEISTER, 2003; FITZGERALD et al.,
2008).
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Figura 4 - A inflamacéo por LPS no metabolismo do TRP
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O aminoacido TRP ¢ o precursor da serotonina (5-HT) e da melatonina pela ativacéo
da triptofano-hidroxilase (TH). O TRP serve como o precursor da via das quinureninas. Pela
ativacdo da IDO, a primeira enzima de degradacdo do TRP que limita a velocidade na via das
quinureninas (RAISON et al., 2006, O'CONNOR et al., 2009a, b). Quando o TRP é desviado
pela via das quinureninas ha, portanto, menos substrato disponivel para formar 5-HT e
melatonina. Apesar de a quinurenina (KYNA) ndo possuir atividade bioldgica até o0 momento
(CAPURON et al., 2002, RUDDICK et al., 2006), ela serve como substrato na producéo de
varios metabdlitos neuroativos, incluindo acido quinurénico (KYN) e &cido quinolinico
(QUIN) (GUILLEMIN et al., 2005) (Figura 5). A desregulagdo mediada pela inflamacao na
via das quinureninas tem sido implicada como um contribuinte para uma série de principais
transtornos cerebrais (PEREZ-DE LA CRUZ et al., 2007), incluindo a depressdao (DANTZER
et al., 2008a) e a esquizofrenia (ARAUJO, 2015)(Figura 4).
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O IFNy é o principal indutor da atividade da IDO (O'CONNOR et al., 2009c),
contudo, foram relatadas vias independentes de IFNy na ativacdo da IDO (FUJIGAKI et al.,
2001; JUNG et al., 2007; CONNOR et al., 2008). Estudos sugeriram que existe uma via
metabdlica funcional da quinurenina no SNC (GAL; SHERMAN, 1980; STONE; CONNICK,

1985) e que varios tipos de células expressam IDO, mas apenas a microglia mantém todas as

enzimas necessarias para produzir 3-hidroxiquinurenina (3-HK) e QUIN (GUILLEMIN et al.,

2001, 2005). A expressdo de IDO pode ser induzida em microglia murina primaria com
estimulos tais como TNFa, LPS ¢ IFNy (KWIDZINSKI et al., 2005) (Figura 4). Verificou-se
ainda que o LPS induz a expressdo de IDO em culturas de células primarias da glia de rato
sem um aumento no IFNy detectavel (AGAUGUE et al., 2006; CONNOR et al., 2008).
Estudos anteriores demonstraram que o LPS i.p. induz a expressdo de IDO no cérebro (O'

CONNOR et al., 2009a), mas o tipo de célula que a produz n&o foi identificado, causando

alteracdes na via das quinureninas associados a resultados comportamentais correspondentes
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aos modelos de depresséo e ansiedade. A microglia, bem como astrécitos, células endoteliais
e neurdnios, séo todos capazes de produzir IDO (DANTZER et al., 2008a).

2.4 Transtornos neuropsiquiatricos relacionados ao desafio imune neonatal com LPS

As estreitas inter-relagdes entre o sistema imunoldgico e o sistema nervoso estdo bem
documentadas, mas pouco elucidadas. O sistema nervoso controla o funcionamento do
sistema imunitario enquanto que as células imunes afetam a atividade nervosa principalmente
através de mecanismos de sinalizacdo mediados por citocinas. Essas interacGes sao
particularmente importantes na ontogenia precoce quando a diferenciacdo e a maturacao dos
neurdnios ocorrem em regides especificas do cérebro. Varios eventos no sistema imunoldgico
dos recém-nascidos podem contribuir para o desenvolvimento de anormalidades
comportamentais e transtornos neuropsiquiatricos em adolescentes e adultos (HORNIG et al.,
1999; SHI et al., 2003).

Em roedores recém-nascidos, a infeccdo bacteriana ou a administracdo de LPS
mostram ter efeitos a longo prazo em diferentes funcGes cerebrais. Dependendo da dose de
LPS, do modo e da repeticdo da administracdo durante o periodo neonatal, ocorre dano ao
SNC de diferentes gravidades e os efeitos em roedores adolescentes ou adultos podem ser
bastante diversos (TISHKINA et al., 2016) (Quadro 1).

As perturbacbes do neurodesenvolvimento que acompanham alguns desafios imunes
sdo interessantes, dadas as suas semelhancas com o momento e a expressdo fenotipica do
autismo e da esquizofrenia por exemplo, particularmente no que se refere ao funcionamento
cognitivo (ZUCKERMAN et al., 2003, MEYER et al., 2006b e BOKSA, 2010). Os paralelos
na patogénese e a inflamagdo precoce também abrangem comportamento tipo-depressivo,
ansiedade e déficits sociais que cursam com alteracbes neurobioquimicas. Estudos em
modelos animais fornecem um apoio convincente para o crescente corpo de evidéncias
epidemioldgicas de que as etiologias de algumas doengas psiquiatricas em seres humanos sao
de origem neurodesenvolvimental (Quadro 1). A exposicao a varios insultos durante o periodo
critico de desenvolvimento, incluindo a do estresse materno pré-natal e a infeccéo / ativagéo
imune neonatal, alteram a estrutura e a funcdo do cérebro fetal, agindo assim como fatores de
risco para aparecimento de psicose mais tarde na vida (MEYER; FELDON, 2010; BILBO e
SCHWARZ, 2009).



Quadro 1

neurodesenvolvimental de exposicao:

- Associacdo do LPS com transtornos neuropsiquiatricos de acordo
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com o periodo

Periodo de Exposicao
(NN - neonatal) ou (PN -

Dose de LPS

Alteracdes Observadas

Transtorno

Neuropsiquiatrico

Autores

posnatal) dias* associado
Déficits  comunicacdo, KIRSTEN, 2012
cogni¢do, medo
NN 9,5 100 pg/kg Comportamento Autismo
repetitivo/restrito
1IL1-B
|IPP WISCHHOF et
|memoria al., 2015
NN 15 e 16 100 pg / kg |Paravalbumina Esquizofrenia
Hipomielinizacdo
Déficits cognitivos
Fenétipos mistos PANG et al,
microgliais (M1, M2) 2016
PN 3 1 mg/kg lcomunicacdo Autismo
linteracdo
Déficits cognitivos
1 TNFa, IL1B, IL6,iNOS PANG et al,
Hipomielinizagdo 2003
PN 5 1 mg/kg Lesdo no desenvolv. | Autismo
subst. branca
tcomportamentos de WALKER et al.,
PN3e5 50 ng/Kg ansiedade Ansiedade 2009
Tcorticosterona
Testresse oxidativo MACRAE et al.,
PN3eb5 50 pg/ kg linteracdo social Depressdo 2015
Tcomportamentos de THISHKINA et
ansiedade e depressdo al., 2016
Tcorticosterona
PN3eb 50 ng/Kg Comprometimento no | Depresséo
eixo HPA e HC
(neuroplasticidade e
memaria)
|TNFa, IL-6, IL-10 BARTH et al,,
PN3e10 100 mg/Kg | TNeutrofilos 2016
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Ipeso corporal e cerebral CARDOSO et

Hipoplasia cerebelar al., 2015
PN4e6 6 mg/kg Perda neuronal

Mielinizacdo retardada

JENKINS et al.,

PN7e9 500 pg/Kg | Parvalbumina CPF Esquizofrenia 2009

Tpeso corporal IWASA et al,

Tingestdo de alimento 2010
PN 10 100 pg/Kg tleptina sérica Depresséo

lcitocinas HT

T1L-6 sérica KENTNER et
PN 14 100 pg/Kg tcox-2 HT Depressédo al., 2010

Fonte: préprio autor

Os transtornos neuropsiquiatricos associados ao desafio imune nas fases iniciais do
desenvolvimento neurolégico com LPS sdo: Esquizofrenia, Transtornos de Ansiedade,
Depressado e Transtorno do Espectro Autista (TEA).

Esquizofrenia

A esquizofrenia € um grave transtorno mental cronico e incapacitante, que afeta
aproximadamente 1% da populacdo em geral, com perturbacGes das funcbes cognitivas,
sociais e comportamentais, comprometendo o pensamento, a vontade prépria, percepcéo,
afeto e interagdo social. As causas sdo ainda desconhecidas, variando desde influéncias
genéticas, fatores ambientais, disfuncBes de areas cerebrais, alteracdes fisiopatoldgicas e
comprometimentos neurodesenvolvimentais (ARAUJO, 2015; MONTE, 2013; MORERA-
FUMERO; ABREU-GONZALEZ, 2013). Evidéncias sugerem que um desequilibrio no
sistema imune em periodos criticos do neurodesenvolvimento estaria envolvido na patogénese
da esquizofrenia (RIBEIRO, 2013; BORELLA , 2013; MULLER; J. SCHWARZ, 2010). Os
sintomas geralmente comecam no final da adolescéncia ou inicio da idade adulta (15-25 anos)
com incidéncia maior em homens (MEYER; FELDON, 2010). O inicio da esquizofrenia
geralmente é precedida por uma fase prodromica, caracterizada por sintomas psicoticos
subliminares, alta probabilidade de um historico familiar de esquizofrenia e um declinio nas
tarefas do cotidiano (DE LA FUENTE-SANDOVAL et al., 2011). As anormalidades do
periodo psicético sdo chamadas sintomas positivos porque refletem a presenca de

comportamentos anormais como delirios, paranoia, alucina¢Ges visuais e auditivas,
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pensamentos desordenados e incoerentes e perda da associacdo normal entre as idéias. Os
sintomas do periodo ndo psicotico sdo chamados de sintomas negativos, pois sao
caracterizados pela a auséncia de comportamentos sociais e interpessoais. Geralmente sao
crénicos e os mais dificeis de tratar, como retraimento social, apatia, anedonia e alogia. Ja 0s
sintomas cognitivos da esquizofrenia envolvem disturbios nas fungdes executivas, como
perda de memdria, incapacidade de manter a atencdo e falta de percepcdo (MONTE, 2013;
MEYER; FELDON, 2010).

Transtornos de Ansiedade

Considerada por especialistas como um mal dos tempos modernos, a ansiedade vem
tomando conta do Brasil e do mundo. Trata-se de um dos transtornos neuropsiquiatricos mais
comuns que pode levar a reducdo da qualidade de vida e afetar o funcionamento cognitivo em
seres humanos. Subestimado por décadas, esse transtorno mental pode inviabilizar a vida
social e a profissional. Levantamentos da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), mostram
gue atualmente cerca de 65% da populacdo mundial sofre de transtornos de ansiedade
[transtorno de ansiedade generalizada (TAG), transtorno obsessivo-compulsivo (TOC),
transtorno do panico, estresse pds-traumatico, fobias (agorafobia, fobia social) e ansiedade
induzida por substancias]. O Brasil tem aparecido sempre entre os primeiros das listas da
organizacdo. Segundo a Previdéncia Social, os transtornos mentais ja sdo a terceira razdo de
afastamentos do trabalho no Brasil, sendo que os gastos do INSS (Instituto Nacional do
Seguro Social) giram em torno de R$ 200 milhGes em pagamentos de beneficios anuais
(SANTOS; SIQUEIRA, 2010). Esta desordem é uma condicdo emocional complexa
relacionada com o aumento da excitacdo fisiologica e comportamental apds a exposicdo a
eventos estressantes. Os estudos realizados até 0 momento em animais tém mostrado achados
conflitantes dos efeitos da exposicdo neonatal ao LPS no desenvolvimento de
comportamentos relacionados ao aumento de ansiedade (WALKER et al., 2004,
SOMINSKY et al., 2012), diminuicdo ou auséncia de alteracdo (SPENCER et al., 2005;
TENK et al., 2013; WANG et al., 2013) em roedores. A etiologia esta relacionada a genética
e a exposicdo a fatores externos, como o estresse do dia a dia e a qualidade de vida. Com a
prevaléncia no sexo feminino e fatores de risco como: trauma na infancia, doencas
concomitantes, associacdo de outros trantornos de personalidade (ex. borderline), genética e
abuso de substdncias. Os sinais e sintomas englobam alteracGes de pressdo arterial

(hipotenséo ou hipertensao), tremores, sudorese, espasmos musculares, fadiga, dificuldade de
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concentracdo, irritabilidade, distarbios do sono, inquietacdo, cefaléias, nauseas, alteraces
gastrointestinais (diarréia, vomito), medo (MAJIDI-ZOLBANIN et al., 2013).

Depressao

Figurando como um dos mais prevalentes transtornos psiquiatricos da humanidade, a
depressdo esta relacionada a um conjunto de alteracbes comportamentais, emocionais e de
pensamento, tais como: afastamento do convivio social, perda de interesse nas atividades do
dia a dia, embotamento afetivo, perda do prazer nas relagOes interpessoais, sentimento de
culpa ou autodepreciagéo, tristeza, melancolia, baixa auto estima, desesperanca, diminuigdo
ou auséncia de apetite, alteracdes de peso e do sono, sensacdo de falta de energia e vigor e
dificuldade de concentracio (CUSTODIO, 2012; MAES et al., 2010; EISENBERGER,
2010). Com uma estimativa de 350 milhdes de pessoas afetadas mundialmente, a depressao é
a principal causa de incapacidade em todas as faixas etarias, desde os jovens até os idosos,
prevalecendo em mulheres. Esse transtorno neuropsiquidtrico pode acarretar em
suicidio, cerca de 800 mil pessoas morrem a cada ano, sendo a segunda principal causa de

morte entre pessoas com idade entre 15 e 29 anos (OMS, 2016).

Além do papel bem estabelecido das disfungdes do sistema monoaminérgico na
fisiopatologia da depressao, a hipotese neuroinflamatdria mostra uma convicta ligacdo entre
depressdo e fenbmenos inflamatorios. Existe uma comunicacao bidirecional entre o sistema
imunolégico e o cérebro. Essa comunicacdo neuroimune é relevante e essencial para montar
as respostas imunologicas, fisiolégicas e comportamentais adequadas. Estas respostas
imunes/inflamatorias inatas elevadas no cérebro estdo implicadas na etiologia de varios
distdrbios psiquiatricos, incluindo depressao trantornos de ansiedade, autismo e esquizofrenia.
O desafio imune é um importante fator predisponente no desenvolvimento desses distarbios e
uma fonte potencial de inflamacdo no cérebro. A este respeito, um desafio imune, agudo ou
cronico, ird desencadear sinais inflamatérios periféricos e centrais (CUSTODIO, 2012;
MELLO, 2013; RIBEIRO, 2013).

2.5 Transtorno do Espectro Austista (TEA)

A expressdo "autismo™ foi utilizada pela primeira vez por Bleuler em 1911, para
designar a perda do contato com a realidade, 0 que acarretava uma grande dificuldade ou
impossibilidade de comunicacdo (AJURIAHUERRA et al., 1977).
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E um transtorno psiquiatrico de desenvolvimento importante, ocupando o terceiro
lugar entre os transtornos do neurodesenvolvimento, estando a frente das malformacdes
congénitas e da sindrome de Down (GADIA et al., 2004). As incidéncias relatada de
transtorno do espectro autista (TEA), nos Estados Unidos e em outros paises, alcancaram 1%
da populacdo, sendo diagnosticado quatro vezes mais no sexo masculino que no feminino. Os
sintomas costumam ser reconhecidos durante o segundo ano de vida (12 a 24 meses), embora
possam ser vistos antes dos 12 meses de idade (DSM-V, 2014) (Figura 6). Apesar de décadas
de pesquisa, muito pouco se sabe sobre a etiologia e/ou fisiopatologia do TEA. Este parece ser
resultado de uma complexa combinacdo de fatores ambientais, culturais, neurolégicos,
imunoldgicos e genéticos. Seu diagnostico € dificil principalmente pela auséncia de sintomas
exclusivos do trantorno e pela diferenca na manifestacao, quanto a severidade e variedade de
sinais. O diagndstico é eminentemente clinico, sendo que os diferentes achados
neuroanatdmico-funcionais e genéticos pouco contribuem para esse diagnostico (PANG et al.,
2016; BARAHONA-CORREA; FILIPE, 2016; SCHWARZ et al., 2011; LANDRIGAN et
al., 2010).

De acordo com a ultima atualizacdo do Manual Diagnostico e Estatistico da
Associacdo Americana de Psiquiatria e transtornos mentais (DSM-V, 2014), as caracteristicas
essenciais do transtorno do TEA sao prejuizo persistente na comunicacao social reciproca e na
interacdo social (Critério A) e padrdes restritos e repetitivos de comportamento, interesses ou
atividades (Critério B). Esses sintomas estdo presentes desde o inicio da infancia e limitam ou
prejudicam o funcionamento diério (Critérios C e D). O estagio em que o prejuizo funcional
fica evidente ir4 variar de acordo com caracteristicas do individuo e seu ambiente.
Caracteristicas diagndsticas nucleares estdo evidentes no periodo do desenvolvimento, mas
intervencdes, compensacdes e apoio atual podem mascarar as dificuldades, pelo menos em
alguns contextos. Manifestacbes do transtorno também variam muito dependendo da
gravidade da condicdo autista, do nivel de desenvolvimento e da idade cronoldgica (Figura 6)
dai o uso do termo espectro. O transtorno do espectro autista engloba transtornos antes
chamados de autismo infantil precoce, autismo infantil, autismo de Kanner, autismo de alto
funcionamento,  autismo atipico, transtorno global do desenvolvimento sem outra
especificacdo, transtorno desintegrativo da infancia e transtorno de Asperger e os classifica
em: austismo grave, autismo moderado e autismo leve. Vale ressaltar que na edi¢do anterior ,

DSM-IV (1994), o TEA era denominado “Transtornos Globais do Desenvolvimento” e
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incluia somente Autismo, Asperger, o transtorno invasivo do desenvolvimento sem outra

especificacdo, o transtorno desintegrativo da infancia e o transtorno de Rett.

Figura 6 - Manifestac6es comportamentais do TEA concomitantes ao Neurodesenvolvimento
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Além da proposta de base genética para o TEA, fatores ambientais como

neuroinflamacdo, presenca de estresse oxidativo, disfuncdo mitocondrial (poluicdo do ar,

metais pesados, etc), desordens bioquimicas, fatores da dieta materna, contaminantes nos

alimentos e infeccdes pré-natais virais foram apontados como capazes de prejudicar o cérebro

em desenvolvimento, levando a transtornos neuropsiquiatricos (WING; POTTER, 2002;
LARSSON et al., 2005; BOKSA, 2010; HERBERT et al., 2010; BAMBINI-JUNIOR et al.,

2011). Particularmente, a resposta inflamatoria fetal a infec¢bes intrauterinas parece

contribuir para injarias no cérebro de neonatos e na sua subsequente incapacidade neuroldgica

(MEYER et al., 2009). A esse respeito, existe um crescente nimero de publicagdes que

relacionam alteracGes imunes, especialmente durante a gestacdo, ao TEA. A exposi¢do pré-
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natal/neonatal & inimeros patdgenos, incluindo rubéola, sarampo e citomegalovirus tem sido
implicada na etiologia do autismo, sugerindo que o risco associado da infecgdo ao autismo
ndo deve ser especifica a um patogeno (MEYER et al., 2011). Essa hipOtese € apoiada por
estudos em hospitais que sugerem que a exposicdo materna a diversas infeccGes virais e
bacterianas aumentam significativamente o risco de desenvolvimento do transtorno do
espectro autista em criancas, efeito que parece ndo estar relacionado a hospitalizacdo per se
(ATLADOTTIR et al., 2010). Assim, a neuroinflamacdo fetal aguda, associada com seus
efeitos nos processos do desenvolvimento encefalico iniciais deve facilitar o desenvolvimento

de fenotipos psicopatoldgicos e neuropatoldgicos do autismo (MEYER et al., 2011).

Encarar processos infecciosos pré-natais/neonatais como indutores do autismo é
importante, pois pode ajudar a entender o motivo da alta prevaléncia desse transtorno, ja que
qualquer individuo esta constantemente exposto a infeccBes ao longo da vida, especialmente
as gestantes, que sdo consideradas imunossuprimidas. Reforca ainda a importancia do

periodo pré-natal para o estabelecimento de terapias de prevencdo para o TEA.

Para diagnosticar o Autismo, sdo utilizados critérios descritos no Manual de
Diagnostico e Estatistico da Associacdo Americana de Psiquiatria (DSM), mencionado
anteriormente, que evoluiu com o passar dos anos, separando o Autismo da Esquizofrenia,
obtendo nova forma de diagndstico: Trantorno do Espectro Austista - TEA (DSM-V - F84.0 -
299.00).

2.6 Diferencas de género e possiveis mecanismos associados a transtornos

neuropsiquiatricos

Sabe-se que transtornos neurodesenvolvimentais apresentam uma maior incidéncia em
homens. Neste contexto, o autismo &€ mais prevalente em homens, com uma razdo de
prevaléncia homem:mulher de 4,2:1 (CDC, 2014; FOMBONNE, 2009). Na esquizofrenia a
incidéncia também é maior em homens. J& em mulheres os sintomas se manifestam mais
tardiamente (THOMAS et al., 2010). Além disso, nos homens h&d uma maior severidade,
alteracdes cerebrais mais pronunciadas e uma maior refratariedade ao tratamento (WONG,;
VAN TOL, 2003). Ja os transtornos de depressdo e ansiedade prevalecem mais em mulheres
gue em homens (OMS, 2016).
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Diferencas de sexo na fisiologia e funcdo do sistema imune periférico de vertebrados
ja foram documentadas por décadas. Estudos tém mostrado que as fémeas de muitas espécies
geralmente apresentam aumento da resposta imune e da resisténcia a infeccdo em comparagéo
aos machos (SCHWARZ; BILBO, 2012). Estas diferencas entre os sexos tém sido atribuidas,
em grande parte, as agdes imunomoduladoras de hormonios esterdides sexuais. Em geral, o
estradiol exdgeno tem efeitos estimulantes na imunidade humoral, mas pode aumentar ou
suprimir a imunidade mediada por célula, dependendo da dose. A testosterona exogena
geralmente deprime a imunidade tanto humoral como mediada por células, aumentando a
susceptibilidade a infecgdes bacterianas e virais. Baseado na diferenca entre o nimero de
celulas gliais e os niveis de moléculas do sistema imune entre machos e fémeas, é provavel
gue haja efeitos sexo-dependentes na funcdo do sistema neuroimune em resposta a um desafio
imunoldgico na fase inicial da vida, fazendo com que machos e as fémeas possam apresentar

respostas diferentes a ativacdo neonatal do sistema imunoldgico (BART et al., 2016).

As diferencas sexuais nos efeitos da vida (processos neurais basicos, comportamentos
e resposta & modelos animais) sdo bem conhecidos (BRUNTON et al.,, 2015, DAVIS;
EMORY, 1995; PAPAIOANNOU, 2002) e resultados anteriores também demonstraram
resposta atenuada a citocinas em fémeas tratadas com LPS no periodo neonatal (KENTNER
et al., 2010). Os hormdnios femininos, especialmente o estrégeno, sdo conhecidos para
exercer efeitos anti-inflamatorios, influenciando a fungéo e producéo de citocinas (BAKER,
2004; LIAO et al., 2002; SCHWARZ et al., 2012), embora haja também evidéncias que as
fémeas podem produzir mais reages imunes humorais, sendo mais resistentes e sofrem uma
maior incidéncia de doencas auto-imunes em compara¢do com os machos (BOUMAN et al.,
2005). Outro estudo citou os efeitos de um desafio de LPS neonatal no teste de preferéncia a
sacarose como uma medida de anedonia e expressdo hipotalamica de COX-2 alterada em
machos, indicando uma diferenca de sexo em que LPS neonatal (PN14) causa elevada
expressao basal de COX-2 hipotalamica em machos, mas ndo em fémeas, sugerindo uma
dissociacdo entre inflamacdo e comportamento aned6nico e um efeito diferencial da
inflamac&o neonatal em machos e fémeas. E importante verificar como as fémeas respondem
ao LPS neonatal (KENTNER et al., 2010).

Portanto, o entendimento das repercussfes e mecanismos pelos quais desafios
imunes no periodo neonatal podem gerar alteragdes duradouras ao longo da vida consiste em

tema atual e de grande relevancia. A alta prevaléncia de criangas que passam por situagdes
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adversas no periodo neonatal, incluindo processos infecciosos e/ou inflamatorios, justificam a
preocupacdo em conhecer os efeitos dessas intervencdes sobre a resposta a situagdes adversas
na vida adulta. Assim, este estudo pretende contribuir demonstrando - em animais machos e
fémeas — um possivel conjunto de alteracbes em longo prazo desencadeadas pelo desafio
imune neonatal por LPS. O conhecimento dessas alteragbes comportamentais e mecanismos
associados pode possibilitar um avango na busca de agdes preventivas ou terapéuticas que
visem a diminuicdo de morbidades muito prevalentes em nosso meio, como o TEA, a
esquizofrenia, os transtornos de ansiedade e depressdo. Vale salientar que a grande maioria
dos estudos com LPS neonatal foram conduzidos em animais administrados entre os PNs 3 e
5, enquanto no presente trabalho os desafios ocorreram nos PNs 5-7.

3. HIPOTESE

A exposicdo de camundongos machos e fémeas ao desafio imune neonatal (PN5 e 7)
pela administracdo sistémica de LPS de Escherichia coli acarretaria alteracfes
comportamentais e neuroquimicas dependentes do sexo e manifestadas de formas distintas
durante a adolescéncia (PN35) e idade adulta (PN70) que se assemelhariam a transtornos

neuropsiquiatricos de origem desenvolvimental como o TEA.

4. OBJETIVO GERAL

Determinar as principais alteragdes comportamentais e neuroquimicas em diferentes
fases do desenvolvimento animal [PN35 (correspondente a adolescéncia humana) e PN70
(idade adulta)] induzidas pela administracdo neonatal (PN5 e 7) sistémica de LPS de E. coli
(50ug/kg) em camundongos machos e fémeas.



38

4.1. Objetivos especificos

X/
L X4

SR N N N N NN

X/
L X4

Determinar em camundongos machos e fémeas tratados com LPS sistémico nos dias
pos-natais (PN) 5 e 7 e testados na idade adolescente (PN35) e adulta (PN70), as

alteracGes comportamentais avaliadas pelos seguintes testes:

Inibicdo Pré-pulso (IPP): Avalia a atencdo e a resposta sensério-motora dos animais;
Nado forcado: Avalia sintomas negativos ou depressivos (imobilidade);

Preferéncia por sacarose: Avalia sintomas negativos ou depressivos (anedonia);
Interacédo social: Avalia interesse social,

Y maze: Avalia Memoria espacial de trabalho;

Odor do gato: Avalia comportamento de risco (medo);

Campo aberto: Avalia parametros de ansiedade, comportamento estereotipado,

repetitivos, atividade locomotora e exploratoria.

Avaliar as alteracdes imunoldgicas e neuroquimicas em areas cerebrais (cortex pré-
frontal, hipotdlamo e hipocampo), relacionadas aos transtornos neuropsiquiatricos
descritos anteriormente, de camundongos machos e fémeas tratados com LPS
sisttmico nos dias pos-natais (PN) 5 e 7 e testados na adolescéncia (PN35) e idade
adulta (PN70):

Resposta inflamatéria por atividade da mieloperoxidase (MPO), niveis de
interleucinas IL4, IL-6, INFy e neurotrofinas pelo Fator neurotréfico derivado do
cérebro (BDNF);

Niveis de triptofano, serotonina (5-HT) e acido quinolinico pela via da quinureninas
no hipocampo;

Niveis de estresse nitrosativo pela determinacédo dos niveis de nitrito;

Expressdo proteica de IDO e parvalbumina.
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5. METODOLOGIA
5.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos e fémeas (pesando 20g) provenientes do
Biotério Central do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFC. Os animais
acasalados foram mantidos em caixas de polipropileno condicionando um casal por caixa, e,
apos o nascimentos, os filhotes foram randomizados de diferentes ninhadas para aumentar a
variabilidade genética, permanecerndo com as maes até o desmame com 21 dias de nascidos.
Nesta idade os animais foram separados por sexo e colocados em caixas com no maximo 08
animais, a temperatura média de 24 + 2°C em ciclos de alternancia claro/escuro de 12 horas,
recebendo racdo padrédo e agua a vontade. O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade Federal do Ceara (UFC) gerando o
nimero de protocolo 15/16 e os experimentos foram realizados de acordo com as normas

internacionais de uso de animais em experimentacao.

5.2 Drogas e solugdes

O LPS foi obtido por extracdo fendlica a partir da bactéria Escherichia coli, sorotipo
055: B5 (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). A solucéo salina, empregada tanto para fazer a
solucdo de LPS, como para o tratamento do grupo controle, foi constituida por solucéo aquosa
de NaCl estéril a 0,9%. A dose de LPS administrada nos animais dos grupos experimentais foi

de 50ug/kg animal (WALKER et al., 2009; MACRAE et al., 2015; THISHKINA et al., 2016).
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5.3 Protocolo experimental e tratamento

Nos dias pés-natais (PN) 05 e 07 (correspondentes ao ultimo trimestre da gestacéo
humana), os filhotes de camundongos foram tratados com 50 pg/kg de LPS de E. coli ou
solugdo salina estéril (grupos controle) num volume de 20 pl / 5 g de peso corporal via
intraperitoneal (ip). A separacdo materna para o tratamento durou no maximo 5 minutos.
Imediatamente apds a administracdo, os filhotes foram devolvidos para suas méaes, onde
permaneceram até os 21 dias de nascidos. Apds o desmame, foram separados por sexo e
distribuidos em 08 grupos e avaliados comportamental e neuroquimicamente na adolescéncia

(PN35) e na idade adulta (PN70), conforme o quadro abaixo:

Quadro 2 - Distribui¢do dos grupos experimentais

1 Salina Macho - Ip 05 e 07dias | 35 dias
2 Salina Fémea - Ip 05 e 07 dias | 35dias
3 LPS Macho 50 Ip 05 e 07 dias | 35 dias
4 LPS Fémea 50 Ip 05 e 07 dias | 35 dias
5 Salina Macho - Ip 05 e 07 dias | 70 dias
6 Salina Fémea - Ip 05 e 07 dias | 70 dias
7 LPS Macho 50 Ip 05 e 07 dias | 70 dias
8 LPS Fémea 50 Ip 05 e 07 dias | 70 dias
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5.4 Testes comportamentais

5.4.1 Inibicéo Pré-pulso (IPP)

O modelo da Inibicdo Pré-pulso (IPP) do sobressalto, que oferece uma medida
operacional do filtro sensério-motor refletido pela capacidade de inibicdo de um reflexo de
sobressalto, quando um estimulo sensorial € precedido por outro de menor intensidade
(HOFFMAN e ISON, 1980). A habilidade de discriminar estimulos externos de relevancia
fisiologica ou cognitiva, fornecida pelo filtro sensério-motor, estd comprometida em
individuos com determinados transtornos psiquiatricos, como a esquizofrenia, o TEA e a
depressdo (SALUM et al., 2008; CUSTODIO et al., 2012).

A IPP é uma forma de plasticidade do reflexo do sobressalto, caracterizada por uma
reducdo normal no sobressalto em resposta a um estimulo auditivo intenso (pulso), quando
este é precedido imediatamente (30-500 ms) por um estimulo mais fraco (pré-pulso) (BRAFF
etal., 2001).

Inibicdo Pré-Pulso (IPP) é caracterizada pela reducédo do reflexo de sobressalto a um
estimulo acustico intenso (pulso), quando imediatamente precedido por um estimulo de menor
intensidade (pré-pulso) (HOFFMAN e ISON, 1980; SWERDLOW et al., 2008). A reagdo
corporal dos camundongos a um estimulo acustico, no presente trabalho, foi monitorada em
uma camara (INSIGHT equipamentos cientificos — Brasil modelo EP-175) conectada a um

tubo (diametro 8,2 cm, comprimento 20 cm) montada em uma caixa fechada ventilada.

Os camundongos foram colocados em um contensor (4,5 x 5,0 x 5,5 cm) consistido de
barras de aco inoxidavel de 3,0 mm de didmetro com espacamento de 0,8 centimetros de
distancia. O contensor foi mantido preso sobre uma balanca, chamada de plataforma de
resposta, através de quatro miniaturas parafusos. Um alto-falante localizado a 15 c¢cm do
contensor, foi usado para fornecer os estimulos de pulso, pré-pulso e ruido de fundo. O
contensor, a plataforma e o alto-falante foram localizados dentro de uma camara acustica
ventilada (64 x 60 x 40 cm) (figura 7). Procedimentos de calibragdo foram realizados antes
dos experimentos para garantir sensibilidades equivalentes das plataformas de resposta ao

longo do periodo de teste.
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A sessdo de testes comegou ao colocar um animal no contensor para a aclimatagéo,
este procedimento consistiu em uma exposi¢do de 5 minutos ao ruido de fundo (65 dB). Apos
0 periodo de aclimatacdo os camundongos foram apresentados a uma série de 10 estimulos de
treino (pulso sozinho - 120 dB, 50 ms de duracdo), com um ensaio de inter-intervalo de 20s.
O objetivo desta fase foi permitir a habituagdo da resposta de sobressalto do animal.
Posteriormente, a modulacdo IPP de sobressalto foi testada no seguinte protocolo: consistiu
de 74 ensaios pseudorandomizados dividido em oito categorias diferentes, apresentados com
um intervalo inter-estimulos de 20s: 20 apresentacdes de pulso sozinho (120 dB, 50 ms de
duracdo), 8 apresentacdes de cada intensidade de pré-pulso sozinho (70,75 e 80 dB,
freqiiéncia 3000 Hz, 20 ms de duragdo), 10 apresentacGes de cada intensidade de pré-pulso +
intensidade de pulso (com intervalo de 50 ms entre pré-pulso e pulso) e auséncia de estimulo,
nesse bloco o animal sé recebe o estimulo do ruido de fundo (LEVIN et al., 2011). Séo
utilizadas trés intensidades de pré-pulso diferentes para que o teste tenha maior veracidade,

como se fosse 0 mesmo feito em triplicata.

A média da amplitude de resposta de sobressalto aos ensaios de pulso sozinho (P) e
pré-pulso + pulso (PP + P) foi calculada para cada animal. O nivel de IPP em cada
camundongo foi definido como a porcentagem da reducdo da amplitude do sobressalto nos
ensaios de PP + P em comparagdo com a amplitude do sobressalto nos ensaios de P, de acordo
com a seguinte férmula: % PPI = 100 - [100 x (PP + P / P)]. Usando esta férmula, um valor
de IPP de 0% denota que ndo houve diferenga entre a amplitude da resposta de sobressalto do
pulso sozinho e do pré-pulso + pulso, conseqlientemente, ndo houve IPP (LEVIN et al.,

2011).
Figura 7 - Aparelho de Inibigdo pré-pulso
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Fonte: MONTE, 2013
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5.4.2 Teste do Nado Forcado

Nos dias pos-natais 35 e 70, os animais previamente ( PN5 e 7) tratados com LPS ou
salina foram colocados individualmente em um cilindro de acrilico (25 cm de altura, 10 cm de
didmetro) contendo 8 cm de 4gua mantida a 22-24 ° C. Ap6s 1 minuto de habituacéo, o tempo
de imobilidade (em segundos) dos animais foi avaliado durante 5 minutos, em um tempo total
de 6 minutos no interior do cilindro (figura 8). A imobilidade foi definida como a auséncia de
acao, fuga orientada e comportamentos tais como: natacao, salto, cheiro, ou mergulho. Um
aumento na duragdo da imobilidade é indicativo de um comportamento de tipo depressivo
(PORSOLT et al., 1978).

Figura 8 - llustracdo do Teste de nado forgado
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Fonte: QUEVEDO et al., 2013

5.4.3. Teste da preferéncia a sacarose

O teste de preferéncia a sacarose foi realizado com o objetivo de avaliar os efeitos do
LPS sobre as medidas de anedonia nos animais com comportamentos do tipo-depressivo
(MAO et al., 2009). Os animais passaram por uma etapa de adaptacdo com a solucdo de
sacarose 1% da seguinte forma: 72 horas antes do teste, foram colocadas, em cada gaiola,
duas garrafas com solugdo de sacarose 1% p/v e 24 horas depois, uma das garrafas de
sacarose 1% foi trocada por uma garrafa contendo agua. Depois da adaptacdo, 0s animais
foram privados de 4gua e comida por 24 horas. O teste foi realizado ap0s 24 horas de jejum,
com os animais alocados em gaiolas individuais tendo livre acesso as duas garrafas contendo

100 ml de solugdo de sacarose 1% e 100 ml de &gua cada uma. Apds 1 hora, os volumes de
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solucdo de sacarose 1% e de agua foram medidos e a preferéncia pela sacarose foi calculada
em valores percentuais, através da razdo entre o volume consumido de sacarose 1% e o
volume consumido total somando-se os volumes de sacarose 1% e agua e multiplicando e
resultado dessa razdo por 100, como mostra a equacdo a seguir:

Preferéncia pela Sacarose (%)

_ Consumo de Sacarose (ml) P
" Consumo de Sacarose (ml) + Consumo de Agua(ml)

5.4.4 Teste de Interacdo Social

Sintomas negativos foram avaliados pelo teste de intera¢do social. Os animais foram
colocados em uma caixa de acrilico 60 x 40 cm dividida em trés compartimentos. Nas
camaras das extremidades foram colocadas gaiolas de ferro, uma com um camundongo
desconhecido e do mesmo sexo (cdmara social) e outra vazia (cAmara oposta), 0 meio da
caixa era deixado livre (figura 9). Os animais eram colocados cuidadosamente no
compartimento central e durante 5 minutos exploravam livremente todos os compartimentos
da caixa através de uma pequena abertura (6 x 6 cm) que permitia o acesso (RADYUSHKIN
et al., 2009). Nesse teste foi avaliado o tempo que o animal teste permaneceu explorando o
compartimento com animal e sem animal, bem como o percentual de tempo que ele ficou
explorando o compartimento com o animal em relacdo ao tempo total do teste. Foi tempo
gastado em cada uma das trés camaras, e a preferéncia social definida como: (% o tempo

gastado na camara social) — (% o tempo gastado na cdmara oposta).

Figura 9 - Teste de Interag8o Social

Disponivel em: <http://www.cebiolog.com.br/comportamento--labirinto--rastreamento.html|>
5.4.5. Teste labirinto em Y (Y-maze)
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O teste de labirinto em Y foi realizado com o objetivo avaliar os efeitos da memaria de
trabalho espacial de curto prazo (LI et al., 2010). Como o labirinto em Y é baseado na
tendéncia dos roedores para explorar ambientes novos, para manter a novela da tarefa, foi
conduzido em animais diferentes na PN 35 e 70 dos grupos LPS e controle tratados no

periodo neonatal (5 e 7).

O labirinto em Y é constituido de trés bracos idénticos (75,5 cm de comprimento,
34,5 cm de altura e 11,7 cm de largura), dispostos a 120° um do outro, formando um tridngulo
central (figura 10). Os animais foram colocados em um dos bracos e a sequéncia das entradas
nos bragos foi registrada durante oito minutos. A alternancia foi definida como a entrada nos
trés bracos, em qualquer ordem, sem que houvesse repeticdo dos bragos (por exemplo, 123,
321, 231) (SARTER et al., 1988). O sucesso do teste € indicado pela alta taxa de alternancia
nos grupos controle, indicando que os animais podem se lembrarem em qual braco eles
entraram por Ultimo (STONE et al., 1991). Apds o teste, os animais foram devolvidos as suas
caixas-moradia e realizado a assepsia do labirinto em Y com alcool etilico a 15% entre um
animal e outro. Assim, a percentagem das alternacGes foi calculada como a razdo entre as
alternagdes corretas (n) e o numero de visitas realizadas durante o periodo de observagéo (n-
2), multiplicado por 100.

% Alternacdes espontaneas =n/n-2 x 100

Figura 10 - llustragdo representativa do teste de labirinto em Y

n

Starnt
Fonte: STONE et al.,1991
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5.4.6 Teste de odor de gato

Sabe-se que Autistas podem nao demonstrar medo de situacfes potencialmente
perigosas (DSM-1V, 1994). Para verificar tal aspecto, foi utilizado o modelo de estimulo
olfativo aversivo com o odor de gato. Camundongos adolescentes (PN35) e adultos (PND 70)
expostos neonatalmente ao LPS ou a salina (um filhote macho e uma fémea de cada ninhada,
n = 8 para cada grupo) foram utilizados para este experimento. A metodologia empregada

neste experimento foi adaptada de Andrews et al. (1993) e Zangrossi e File (1992).

Os camundongos foram expostos a duas condi¢gdes de odor: de gato ou neutra. Todos
os odores empregados neste experimento foram coletados em pedacos de tecidos (18 x 22 cm)
retirados de uma mesma toalha de algoddo de cor branca. O odor de gato foi obtido
esfregando vigorosamente por cinco minutos um pedaco de tecido umedecido contra os pélos
de um gato doméstico (fémea, sem raca definida, com seis anos de idade e 3,5 kg). Esse
procedimento foi realizado uma hora antes da sessdo experimental. O tecido impregnado com
0 odor de gato foi mantido em um saco plastico vedado até o inicio dos experimentos. Cada
tecido com o odor de gato foi utilizado em apenas quatro sessdes continuas de exposicao. Para
0 teste com o odor neutro, também foi utilizado um pedaco de tecido umedecido, s6 que sem
contato com gatos. Os experimentos foram realizados em uma sala pequena com luz fraca e a
exposicdo ao odor neutro procedeu a exposicdo ao odor de gato para evitar tracos de odor de
gato no grupo neutro. Antes da primeira exposi¢do ao odor de gato, o pano impregnado foi
deixado por dez minutos na sala teste. Os testes foram realizados sempre entre as 8h00 e
10h00.

Os camundongos foram expostos individualmente aos odores em gaiolas-moradia,
iguais as anteriormente citadas, com uma tampa de acrilico transparente substituindo a tampa
metalica, para facilitar a visualizagdo do comportamento animal. Esta tampa possuia furos
para permitir a respiracdo do animal, assim como um compartimento opaco (caixa rasa de
polipropileno), no mesmo lado que a alimentacdo ficava na tampa metalica (figura 11). Esse
compartimento servia de abrigo para o animal. A altura entre o assoalho e a tampa era de
16cm. Os animais foram expostos em suas gaiolas-moradia a tampa de acrilico nos dois dias
anteriores ao teste, por um periodo de dez minutos cada, com o intuito de habitua-los ao
aparato. Imediatamente antes da exposicdo ao odor de gato, dois camundongos, um do grupo

controle e um do grupo experimental, foram retirados do biotério e carregados em gaiolas
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moradia até a sala do teste. As duas gaiolas-moradia foram entdo colocadas lado a lado e um
tecido com odor de gato foi colocado entre as duas gaiolas, na extremidade oposta aos
compartimentos de abrigo. Cada sessao de exposic¢ao durou cinco minutos e foi registrada por
uma camera de video localizada no teto da sala experimental. As gravacdes foram analisadas
posteriormente. Para cada rato, foram avaliados 0 nimero de vezes que estes entraram em
contato com o tecido (contato fisico direto ou a partir de uma distancia menor ou igual a cinco
centimetros do tecido), o tempo gasto em contato com o tecido, 0 nimero de vezes que 0s
animais entraram no compartimento de abrigo, e o tempo gasto sob o abrigo (KIRSTEN,
2012).

Figura 11 - Teste do odor do gato (t = tecido empregnado com odor do gato; a = abrigo lado oposto)

Fonte: KIRSTEN , 2012

5.4.7 Campo aberto

Com a finalidade de analisar os efeitos do tratamento neonatal a longo prazo com LPS
sobre a atividade locomotora e padrdes de ansiedade, os animais foram avaliados no teste do
campo aberto (figura 12). A arena para o teste é feita de acrilico (30 cm x 30cm) rodeado por
paredes de 15 cm de altura e com o ch&o dividido em nove quadrados iguais. Os animais
foram cuidadosamente colocados no centro do campo e foi permitido que eles explorassem
livremente o cenario por 1 min (periodo de habituagdo). A atividade exploratoria do animal
foi registrada durante 5 minutos (ARCHER, 1973). Os parametros avaliados foram: o nimero

de quadrados atravessados com as 04 patas pelo animal [(crossings) testa a atividade
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locomotora do animal], tempo no quadrante do meio da arena (parametro de ansiedade),
nimero de groomings (comportamento estereotipado de auto-limpeza, repetitivo, restrito) e
rearings (atividade exploratoria vertical). Os experimentos foram realizados em uma sala de

som atenuada, sob baixa intensidade de luz vermelha.

Figura 12 - Teste de campo aberto
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|

Fonte: proprio autor

5.5 Testes Neurogquimicos

Imediatamente ap6s a ultima determinacdo comportamental, os animais foram
decapitados e as areas cerebrais do cértex pré-frontal (CPF), do hipocampo (HC) e do
hipotalamo (HT) foram dissecadas sob gelo e armazenadas a -80°C para a determinagdo de
IL-4 e IL-6. Foram utilizados homogenatos para atividade da mieloperoxidase (MPO)
preparados a partir de tecidos frescos. Os niveis de BDNF, INFy, nitrito, expressdo proteica
de parvalbumina e IDO e os metabdlitos da via das quinureninas (triptofano, serotonina e

acido quinolinico) foram avaliados no HC.

5.5.1 Ensaio para Mieloperoxidase (MPO)

A atividade extracelular de MPO fornece uma estimativa do estresse oxidativo em
doencas inflamatdrias (PULLI et al., 2013). A MPO e uma enzima presente nos granulos de
neutrofilos. Essa enzima é utilizada como indicador de processo inflamatorio, mais

especificamente, como marcador de migragdo de neutréfilos dos tecidos. Neste ensaio, a H,0,
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é clivada por meio da MPO presente nas amostras de tecido. O radical oxigénio (O°)
resultante se combina com diidrocloreto de 6-dianisidina que é convertido a um composto
colorido. O aparecimento deste composto, ao longo do tempo, é medido por
espectrofotdbmetro para determinar o conteddo de MPO do ensaio (BRADLEY, 1982).
Imediatamente apds a decapitacdo, as areas cerebrais foram homogeneizadas (50mg/ml) em
uma solucdo de brometo de hexadeciltrimetilaménio 0,5% (HTAB) em tampéo fosfato 50mM
, ph 6,0. Em seguida, os homogenatos foram centrifugados (14000 rpm, 4°C) por 2 minutos.
Foram retirados 30puL do sobrenadante da amostra e adicionados a placa de ELISA
juntamente com 200uL da solugdo contendo 0,167 mg/ml de hidrocloreto de 0- dianisidina e
0,0005% de perdxido de hidrogénio. A absorbéancia foi medida nos tempos 0 e 3 minutos com
comprimento de onda de 450mn (BRADLEY, 1982).

5.5.2 Teste de ELISA para Dosagem das citocinas IL-6, IL-4 e IFNy

As areas cerebrais dissecadas foram homogeneizadas em 8 volumes de tampédo PBS
com protease (EMD Biosciences) e fosfatase (Sigma-Aldrich) e inibidores centrifugadas
(10000 rpm, 5 min). A concentracdo das citocinas, em 50 uL de amostras foi determinada por
ELISA (R&D Systems DuoSet DY 406 e DY404 para camundongos, Minneapolis, MN, EUA)

de acordo com o protocolo do fabricante e expressa em pg / g de tecido.

5.5.3 Determinacéo dos Niveis de Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro (BDNF) por
ELISA

Apds homogeneizacdo das areas cerebrais a 20 volumes de tampdo PBS pH 7,4 foi
adicionado inibidores de protease (Sigma-Aldrich). O nivel de BDNF de cada amostra foi
quantificado por ensaio imunoenzimatico (ELISA; R&D Systems, USA) de acordo com as
instrugcdes do fabricante. Os resultados foram expressos em picograma de BDNF/ mg de

proteina total.
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5.5.4 Determinagéo dos niveis de Nitrito

Para avaliar os efeitos do LPS na producdo de NO, foram determinados niveis de
nitrito em homogenatos dos cérebros dos camundongos imediatamente apds a decapitacdo em
todos os grupos. Apés centrifugacdo (800 x g/10 min), o sobrenadante do homogeneizado foi
coletado e a producdo determinada com base na reacdo de Griess (RADENOVIC e
SELAKOVIC, 2005). Para esse experimento 100 pL do reativo de Griess (sulfanilamida a 1%
/ cloridrato de N-(1-naftil)- etilenediamina 0.1% / acido fosforico a 5% / agua destilada, na
proporcdo de 1:1:1:1) foi adicionado a 100 pL do sobrenadante do homogenato tecidual e
incubado a temperatura ambiente por 10 min. A curva padrdo foi elaborada com varias
concentracdes de NaNO, (variando de 0,75 a 100 mM) sob as mesmas condic¢des. Os brancos
foram preparados pela adi¢do de 100 pL do reativo de Griess a 100 pL do tampdo usado para
0 homogenato e a absorbancia foi medida em leitor de microplacas em 560 nm, expressa em
pg/g de nitrito de tecido umido (Green and Goldman 1981).

5.5.5 Expresséo protéica de Parvalbumina e IDO

Para avaliar a expressdo proteica de Parvalbumina e IDO hipocampais, realizou-se a
técnica de Western Blotting. Seguiram-se sequencialmente as seguintes etapas: extracdo de

proteinas, dosagem de proteinas e Western Blotting.

5.5.5.1. Extracao de proteinas

O hipocampo foi macerado com auxilio de cadinho e pistilo em nitrogénio liquido. O
produto desse processo foi inserido em microtubo contendo 100 ul de tampdo RIPA (25 mM
Tris-HCI pH 7,6; 150 mM NaCl; 5 mM EDTA,; 1% NP-40; 1% triton-X-100; 1% deoxicolato
de sodio; 0,1% SDS) e inibidor de protease (SigmaAldrich, EUA, 1uL de inibidor de
protease: 100uL de RIPA). Em seguida, as amostras foram vortexadas por 30 segundos, a
cada 10 min por 30 min, e centrifugadas (17 min, 4°C, 13000 rpm). O pellet foi desprezado e

0 sobrenadante (porcéo que contém as proteinas) foi transferido para um novo microtubo.
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5.5.5.2 Método Bradford para dosagem de proteina

A concentracdo das proteinas totais nas amostras foram determinada pelo emprego de
reagente de Bradford (Bio-Rad Protein Assay — Dye Reagent Concentrate - BioRad
Laboratories, Hercules, CA, USA). A ligagdo a proteina ocorre quando absor¢do méxima da
solucdo acida Coomassie Brilliant Blue G-250 muda de 465 para 595 nm. Foram pipetados
160 uL de amostra e 40 pul de solugdo de Bradford nas placas e a leitura foi feita por
espectrofotémetro (595 nm), utilizando-se uma curva de calibracdo de albumina bovina sérica
(BSA) de 0,2a 1,0 mg/ mL.
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5.5.5.3 Western Blotting

Inicialmente, preparou-se 50 pg de proteina referente a cada amostra, adicionando
tampdo da amostra (BioRad, EUA 65,8 mM Tris-HCI, pH 6,8; 26,3% glicerol; 2,1% SDS;
0,01% azul de bromofenol) e P-mecaptoetanol (BioRad, EUA), vortexando por 10 s,
aquecendo no banho maria (95°C, 5 min) e centrifugando (10000 rpm, 4°C, 30s). Em seguida,
realizou-se a eletroforese vertical de proteinas em gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) a
60 V nos primeiros 15 min para deposi¢do das amostras no fundo do poco e 120 V para o
restante da corrida, onde foi utilizado gel a 10% e tampé&o de corrida (25 mM Tris; 192 mM
glicina; 1% SDS). Apos a corrida, efetuou-se a transferéncia por eletroforese das proteinas do
gel para a membrana de PVDF (BioRad, EUA, Fluoreto de polivinilideno) a 100 V por duas
horas em tampdo de transferéncia (25 mM Tris; 192 mM glicina; 20% metanol). Apos esta
etapa, as membranas foram bloqueadas por uma hora em agitacdo constante, para reduzir as
ligagBes inespecificas, com 5% BSA (Sigma-Aldrich, EUA) diluido em tampéo salina Tris-
HCI suplementado com Tween 20 (TBST- 20 mM Tris pH 7,5; 150 mM NaCl; 0,1% Tween
20). Em seguida, realizou-se a lavagem das membranas com TBST, sendo trés lavagens por
10 min cada. Na etapa seguinte, as membranas foram incubadas, overnight a 4°C sob agitacao
constante, com os anticorpos primérios anti-parvalbumina (1:1000; Abcam, USA) I1gG ou
anti-IDO 1gG (1:50; Abcam, USA) ou anti-a- tubulin 1gG primary antibody (1:4000; Sigma,
USA) diluidos em 1% de BSA em TBS-T. Ap0s esta etapa, realizaram-se trés lavagens de 10
min cada com TBS-T. As membranas foram incubadas com os anticorpos secundarios HRP-
goat anti-rabbit 1gG (1:1000; Invitrogen, USA) ou HRP-goat anti-mouse IgG (1:1000; Sigma,
USA) por duas horas em temperatura ambiente. Decorrido este tempo, as membranas foram
lavadas 4 vezes, duragdo de 10 min cada, com TBS-T. Enfim, adicionou-se o reagente de
qguimioluminescéncia (BioRad, EUA, Clarity western ECL blotting substrate) e as membranas
foram agitadas por 5 min. As imagens das bandas foram capturadas por um sistema de
ImageQuant 300 Imager (GE Healthcare, EUA). A densidade das bandas foi mensurada por
meio do software Image J (NIH, Bethesda, MD, EUA).
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5.5.6 Quantificacao do triptofano e seus metabdlitos por HPLC

Os niveis cerebrais de triptofano e seus metabolitos (acido quinolinico e serotonina)
foram quantificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (Waters Alliance,
€2695). As areas cerebrais (hipocampos) foram utilizadas para preparar homogenatos a 20%.
Os tecidos cerebrais foram macerados em acido perclérico (HCIO,4) a 1% por 40 segundos e
centrifugados por 15 minutos, 12.000rpm, 4°C. O sobrenadante foi separado e uma aliquota
de 10pl foi injetado no HPLC.

Para determinar a concentracdo do triptofano e de seus metabolitos foi utilizada uma
coluna C18, 150 x 4,6 mm, 4u (PHENOMENEX®). A fase mdvel foi composta de duas
fases: A (acetato de sodio grau HPLC-SIGMA® - 0,1M, pH 6,2); B (acetonitrila grau HPLC

(TEDIA®) 100%). Correu em gradiente de fluxo conforme o quadro abaixo:

Quadro 3 - Gradiente de fluxo para determinacéo simultanea de triptofano e seus metabdlitos por
HPLC

Tempo (min) Fluxo (ul) Fase A (%) Fase B (%)
0 0,5 94 6
4 0,5 80 20
10 0,5 80 20
11 1 80 20
18:30 1 80 20
19 0,5 94 6
24 0,5 94 6

Fonte: Adaptado de PRESITS et al., 2003

As solugbes padrdo de triptofano (SIGMA®) e seus metabolitos (SIGMA®) foram
preparados com fase movel A (&cido quinolinico, serotonina e triptofano) nas concentragdes
de 0,2mM. Os cromatogramas foram registrados e quantificados pelo software (Empower 3
Chromatography Data Software: Waters). As concentra¢des de acido quinolinico, serotonina,
e triptofano nas areas cerebrais foram determinadas por comparacdo com os padrdes injetados
no HPLC no dia do experimento (PRESITS & MOLNAR-PERL, 2003).
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5.5.7 Andlise Estatistica

Para a andlise de IPP foi realizada a ANOVA de trés vias por medidas repetidas seguida
por Bonferroni como teste post hoc. Os fatores utilizados para esta analise foram
"intensidades de PP" (70, 75 e 80) x "desafio por LPS" (controle e LPS) x "ldade" (PN35 e
70) e "Sexo" (macho e fémea). As demais anélises foram realizadas por analise de varidncia
univariada de trés vias (ANOVA) com o teste post hoc de Bonferroni considerando os fatores
"desafio por LPS" (controle e LPS) x "ldade” (PN35 e 70) e "Sexo" (macho e fémea). Os
niveis de IFNy, nitrito, metabolitos da via das quinureninas, expressao protéica relativa de
parvalbumina e IDO e os niveis de BDNF foram analisados por ANOVA de duas vias
considerando "Sexo" e "desafio por LPS" como fatores entre sujeitos com Bonferroni como
teste post hoc. O nivel de significancia foi estabelecido em P< 0,05. As andlises foram

realizadas com o software SPSS (Verséo 23 para Windows).
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6. RESULTADOS

6.1 Resultados comportamentais
Conforme observado na figura 13, uma interacao significativa entre "sexo" x "LPS"

foi observada na anélise IPP (ANOVA: [F (1,58) = 5,344, P = 0,024]). O teste de Bonferroni
revelou que as fémeas desafiados por LPS em PN35 (Fig. 10A) apresentaram déficit
significativo no % IPP no PP80 (P = 0,044), enquanto no PN70 (Figura 10B) esse déficit foi
observado nas fémeas desafiadas com LPS nos trés PPs avaliados (PPs70 e 75: P = 0,001,
PP80: P = 0,006). Em ambas as idades a significancia foi observada em comparagéo com os

animais controle (tratados com solucéo salina) em funcdo do sexo e idade.
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Figura 13 - Efeito do desafio neonatal por LPS sobre % de IPP nos dias pds-natais (PN) 35 (A) e PN70 (B). Os
neonatos machos ou fémeas receberam LPS ou salina via i.p no PN5 e 7. As barras sdo médias + SEM (n = 8-
12 animais / grupo). Os dados foram analisados utilizando ANOVA de trés vias seguida pelo teste post hoc de

Bonferroni. *P <0,05 vs camundongos salina pareados por sexo e idade. Abreviaturas: M = Masculino; F =

Feminino.
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Em seguida, avaliamos o comportamento depressivo (figura 14A) e a anedonia (figur
14B). Na avaliacdo do comportamento tipo-depressivo pelo tempo de imobilidade no teste de
nado forcado (figura 14A) houve uma interacdo significativa entre os fatores "sexo" x
"desafio por LPS" [ANOVA: F (1, 54) = 16,375, P=0,000167]. O teste post hoc revelou que
0 desafio imune por LPS provocou um aumento significativo no tempo de imobilidade em
camundongos machos no PN35 (P <0,0001) e PN70 (P <0,01) em comparagdo com controles
pareados por idade e sexo. Adicionalmente, observou-se que camundongos machos tratados
neonatalmente com salina, apresentaram maior tempo de imobilidade no PN35 quando
comparados aos animais avaliados em PN70 (P < 0,05). O mesmo aumento no tempo de
imobilidade foi observado no PN35 quando comparados com PN70 (P <0,01) no grupo de
camundongos machos desafiados com LPS neonatal . Ndo foram observadas alteracdes

significativas no teste de preferéncia de sacarose (figura 14B).
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Figura 14 - Efeito do desafio neonatal de LPS em % de tempo de imobilidade (A) e o consumo de sacarose (B)
no dia pds-natal PN35 e PN70. Os neonatos machos ou fémeas receberam LPS ou salina via i.p no PN5 e 7.
Barras representam médias + SEM (N = 10-12 animais / grupo). Os dados foram analisados utilizando ANOVA
de trés vias seguida pelo teste post hoc de Bonferroni. *P <0,05, **P <0,01, ****P <0,0001. Abreviaturas: M =

Masculino; F = Feminino.
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Na analise da preferéncia social (figura 15A) ndo foram observadas alteracoes
significativas de comportamento. Em relacdo a avaliagdo da memoria de trabalho no labirinto
em Y, apesar da auséncia de interacdo significativa entre os fatores, o teste post hoc revelou
déficits significativos na memoria de trabalho em animais machos desafiados neonatalmente
por LPS e avaliados no PN35 quando comparados com 0s respectivos controles de idade e
sexo pareados (P< 0,05) (figura 15B). No Teste de odor do gato (figura 15C) houve uma
interacdo significativa de trés vias, "idade" x "sexo" x "Desafio por LPS" [F (1,45) = 16,869,
P = 0,000167]. O teste post hoc mostrou que os o grupo de camundongos machos desafiado
por LPS avaliados no PN35 apresentaram aumento significativo no tempo de contato com o
pano impregnado com odor do gato quando comparado com o controle pareado por idade e
sexo (P =0,0001).
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Figura 15 - Efeito do desafio neonatal com LPS em % de preferéncia social (A), % correto alternancias (B) e
tempo de contato do pano (C) observados no dia p6s-natal PN35 e PN70. Os neonatos machos ou fémeas
receberam LPS ou salina via i.p nos PNs5 e 7. As barras sdo médias + SEM (n = 10-12 animais / grupo). Os
dados foram analisados utilizando ANOVA seguida pelo teste post hoc de Bonferroni. * P <0,05 vs. tratamento
com solugdo salina Camundongos compativeis com idade e sexo, **** P <0,0001. Abreviaturas: M =

Masculino; F = Feminino.
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Nenhuma alteragdo significativa na atividade locomotora de camundongos foi
registrada (figura 16A). Por outro lado, uma interacdo significativa entre "sexo" x "desafio por
LPS" foi observada na analise do comportamento de grooming [F (1,75) = 7,058, P = 0,010]
(Fig. 13B). O teste de Bonferroni mostrou maior comportamento de grooming em
camundongos machos avaliados em PN35 quando comparados com animais tratados com
salina na mesma idade (P = 0,001) (figura 16B). Observou-se também que camundongos
machos desafiados com LPS apresentaram uma diminuicdo significativa no tempo gasto no
centro do campo aberto PN35 (P = 0,001) e 70 (P = 0,002) quando comparados com 0s
respectivos controles salina na idade e sexo (figura 16C). Adicionalmente, observou-se
aumento do tempo gasto no centro do campo no PN35 nos animais machos tratados com
salina quando comparado com as fémea tratadas também com solucédo salina (P = 0,013)
(ANOVA de tempo gasto no centro do campo: "sexo™ x "Desafio por LPS" [F (1, 75) =
10,647, P = 0,002]).
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Figura 16 - Efeito do desafio neonatal do LPS no nimero de cruzamentos (A), grooming (B) e tempo gasto no
centro do campo (C) no dia pds-natal (PN) 35 e PN70. Os neonatos machos ou fémeas receberam LPS ou salina
via i.p no PN5 e 7. As barras sdéo médias + SEM (n = 10-12 animais/grupo). Os dados foram analisados
utilizando ANOVA de trés vias seguida pelo teste post hoc de Bonferroni. *P< 0,05, ***P< 0,001. Abreviaturas:

M = Masculino; F = Feminino.
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6.2 Resultados das analises neuroquimicas

A atividade da MPO (Fig. 17A-C) foi significativamente aumentada no CPF (P=
0,04), HC (P = 0,005) e HT (P <0,0001) em PN35 e no HC em PN 70 (P <0,05) de
camundongos machos desafiados por LPS neonatal em comparagcdo com 0 Seus respectivos
controles pareados por sexo e idade. As fémeas ndo apresentaram alteracdo na atividade da
MPO. No analise da atividade de MPO observamos interacGes significativas apenas no HT
("idade™ x "desafio por LPS™) [F (1,42) = 6,7, P = 0,01] e "sexo" x "desafio LPS" [F (1, 42) =
12,415, P = 0,013]).
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Figura 17 - Efeito do desafio neonatal com LPS na atividade de mieloperoxidase (MPQ) [Cortex pré-frontal (A),
hipocampo (B) e hipotalamo (C)] no dia po6s-natal (PN) 35 e PN70. Os neonatos machos ou fémeas receberam
LPS ou salina via i.p no PN5 e 7. Barras sdo médias + SEM (n = 10-12 animais / grupo). Os dados foram
analisados ANOVA seguida pelo teste post hoc de Bonferroni. * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001 **** P
<0,0001.
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Em relacdo aos niveis de IL-4 (figura 18A-C), observou-se uma interacdo significativa no
CPF (ANOVA: "idade" x "sexo" x "desafio LPS" [F (1,48) = 8,278, P = 0,006]. O teste post
hoc de Bonferroni mostrou que no CPF, HC e HT de machos desafiados por LPS houve
aumentos significativos nos niveis de IL-4 em ambas as idades estudadas em comparagcdo com
camundongos tratados com solugéo salina. Nas fémeas, IL-4 aumentou significativamente no
CPF e HC de animais adolescentes (PN35) e no HC e HT de camundongos adultos (PN70).
Curiosamente, nos machos adultos os aumentos nos niveis de IL-4 induzidos por LPS foram

significativos em todas as areas do cérebro estudadas quando comparadas com as fémeas.
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Figura 18 - Efeito do desafio neonatal com LPS na IL-4 [cértex pré frontal (A), hipocampo (B) e hipotalamo
(C)] no dia pos-natal (PN) 35 e PN70. Os neonatos machos ou fémeas receberam LPS ou salina via i.p no PN5
e 7. Barras sdo médias + SEM (n = 10-12 animais / grupo). Os dados foram analisados ANOVA seguida pelo
teste post hoc de Bonferroni. * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001 **** P <0,0001.
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Na analise de IL-6 (Fig. 19A-C) tanto no CPF como no HC, foi observada a interacdo entre
"sexo0" x "desafio por LPS" (ANOVA: CPF -[F (1,45) = 7,876, P = 0,007]; HC - [F (1,43) =
6,977, P = 0,011]), enquanto que no HT houve uma interagcdo significativa de "sexo" X
"idade" x "desafio por LPS" (ANOVA: [F (1,42) = 5,69, P = 0,022]). O teste post hoc
mostrou que os niveis de IL-6 diminuiram significativamente nos CPF, HC e HT de fémeas
qguando comparados, em idade e sexo, com 0s animais tratados com salina. Especialmente na
HT os niveis de IL-6 foram aumentados em fémeas tratadas neonatalmente com solugédo

salina e avaliadas em PN70 quando comparado ao mesmo grupo experimental avaliados em
PN35.
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Figura 19 - Efeito do desafio neonatal com LPS na IL-6 [cOrtex pré-frontal (A) Hipocampo (B) e hipotdlamo
(C)] no dia pos-natal (PN) 35 e PN70. Os neonatos machos ou fémeas receberam LPS ou salina via i.p no PN5

e 7. Barras sdo médias + SEM (n = 10-12 animais / grupo). Os dados foram analisados ANOVA seguida pelo
teste post hoc de Bonferroni. * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001 **** P <0,0001.
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Em relacdo aos niveis de BDNF, houve aumento significativo dos niveis desta neurotrofina
no HC de camundongos adolescentes (PN35) e adultos (PN70), tanto em machos como
fémeas desafiados com LPS neonatal quando comparados com o0s respectivos controles

salina (P <0,0001), sem interacéo significativa entre fatores (figura 20).
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Figura 20 - Efeito do desafio neonatal com LPS nos niveis de BDNF no hipocampo de camundongos
adolescentes (PN35) e adultos (PN70). Os neonatos machos ou fémeas receberam LPS ou salina via i.p no PN5
e 7. As barras sdo significa £ SEM (n = 10-12 animais / grupo). Os dados foram analisados ANOVA seguida
pelo teste post hoc de Bonferroni. ** P <0,01, *** P <0,001, **** P < 0,0001 versus ratinhos com idade e sexo

compativeis com soro fisioldgico.
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A ANOVA de duas vias dos resultados de IFNy revelou ndo haver interagdo entre os
fatores, embora o teste post hoc mostre que os niveis de IFNy no HC de ambos os grupos
desafiados com LPS machos (P <0,0001) e fémeas (P <0,0001) foram aumentados quando
comparado com 0s respectivos camundongos dos grupos controle tratados com salina, com

correspondéncia sexual (figura 21).
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Figura 21 - Efeito do desafio neonatal com LPS nos niveis de IFN-y no hipocampo de camundongos adultos
(PN70). Os neonatos machos ou fémeas receberam LPS ou salina via i.p no PN5 e 7. As barras s8o significa +
SEM (n = 10-12 animais / grupo). Os dados foram analisados ANOVA seguida pelo teste post hoc de
Bonferroni. ** P <0,01, *** P <0,001, **** P < 0,0001 versus ratinhos com idade e sexo compativeis com soro

fisiologico.
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Houve aumento de 18 vezes nos niveis de nitrito no HC de camundongos machos
adultos (PN70) desafiados neonatalmente com o LPS, quando comparados com 0 grupo
controle salina (P <0,0001) (ANOVA: "sexo" x "desafio por LPS: [F (1, 21) = 46,32, P
<0,0001]) (figura 22). Nos grupos de fémeas desafiadas com LPS neonatal, os niveis de

nitrito permaneceram inalterados.
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Figura 22 - Efeito do desafio neonatal com LPS nos niveis de nitrito no hipocampo de camundongos adultos
(PN70). Os neonatos machos ou fémeas receberam LPS ou salina via i.p no PN5 e 7. As barras sdo significa +
SEM (n = 10-12 animais / grupo). Os dados foram analisados ANOVA seguida pelo teste post hoc de
Bonferroni. ** P <0,01, *** P <0,001, **** P < 0,0001 versus ratinhos com idade e sexo compativeis com soro

fisioldgico.
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A expressdo da IDO (enzima que degrada o triptofano e limita a velocidade da via das
kinuereninas) mostrou-se significativamente aumentada no HC do grupo de animais machos
adultos desafiados com LPS no periodo neonatal em relacdo ao grupo controle tratados com
solucdo salina (figura 23). [ANOVA: interacdo sexo x desafio por LPS: [F(1,11)= 7.553, P=
0.0190]. Né&o houve alteracdo na expressédo da IDO nas fémeas.
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Figura 23 - Efeito do desafio neonatal com LPS na expressdo da IDO no hipocampo de camundongos adultos
(PN70). Os neonatos machos ou fémeas receberam LPS ou salina via i.p no PN5 e 7. As barras sdo significa +
SEM (n = 10-12 animais / grupo). Os dados foram analisados ANOVA seguida pelo teste post hoc de
Bonferroni. ** P <0,01, *** P <0,001, **** P < 0,0001 versus ratinhos com idade e sexo compativeis com soro

fisioldgico.
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Observamos que o &cido quinolinico diminuiu significativamente tanto no grupo dos
animais machos adultos desafiados com LPS no periodo neonatal quanto nas fémeas quando
comparados com o0s respectivos grupos controles salina (figura 24C), enquanto que a
serotonina diminuiu significativamente somente no grupo de animais machos desafiados com

LPS (figura 24B) e o triptofano ndo mostrou alteragdes signifcativas (figura 24A).
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Figura 24 - Efeito do desafio neonatal com LPS nos metabdlitos da via das kinuereninas: triptofano (A),
serotonina (B) e &cido quinolinico (C) no hipocampo de camundongos adultos (PN70). Os neonatos machos ou
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dados foram analisados ANOVA seguida pelo teste post hoc de Bonferroni. **P< 0,01, ***P< 0,001, ****P<

0,0001 versus animais controle pareados por idade e sexo.
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A expressdo de parvalbumina diminuiu significativamente no HC de camundongos
machos desafiados com LPS quando comparado com controle salina (P <0,01), sem interacdo
significativa entre os fatores (Fig. 25). Nos grupos de fémeas desafiadas com LPS neonatal,

0s niveis de parvalbumina permaneceram inalteradas.
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Figura 25 - Efeito do desafio neonatal com LPS na expressdo de parvalbumina no hipocampo (HC) de
camundongos adultos (PN70). Os neonatos machos ou fémeas receberam LPS ou salina via i.p no PN5 e 7. As
barras sdo significa £ SEM (n = 10-12 animais / grupo). Os dados foram analisados ANOVA seguida pelo teste
post hoc de Bonferroni. ** P <0,01, *** P <0,001, **** P < 0,0001 versus ratinhos com idade e sexo

compativeis com soro fisioldgico.
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O quadro 4 demonstra em resumo todos os resultados obtidos neste estudo através dos
testes comportamentais realizados, segundo os parédmetros avaliados, a idade testada, a
manifestacdo de acordo com o género e as possiveis interpretacdes.

Teste
Inibicdo
pré-pulso
Nado
Forcado

Preferéncia
a Sacarose
Interacéo
Social
Labirinto
emY

Odor do
Gato

Campo
Aberto

Parametro

Reflexo

sensorio-motor

Tempo de
Imobilidade

Consumo de
sacarose
Preferéncia
social
Alternancias

corretas

Tempo de

contato c/o

tecido aversivo

Groomings

Tempo no

centro do teste

Idade LPS & LPS @
35 Ndo significativo i
70 Nao significativo i
35 TTTT Nao significativo
70 TT Na4o significativo
35 Néo significativo Néo significativo
70 Nado significativo Nao significativo
35 Na4o significativo Nado significativo
70 Néo significativo Néo significativo
35 |
Nao significativo
Néo significativo Nao significativo
70
35 "M o
Néo significativo
70 Néo significativo Nao significativo
35 TTT Néo significativo
70 Ndo significativo Néo significativo
35 Néo significativo
l Néo significativo

70

Quadro 4 - Resumo dos resultados comportamentais obtidos pelo presente estudo:

Interpretacéo
Déficits
sensoriais/cognitivos
Sintomas Negativos
em ambas idades

Sem anedonia

Sem aversao social

Déficits de Memodria
no Adolescente

Comportamento de
Risco no
Adolescente
Comportamento
estereotipado na
adolescéncia e
ansiedade em ambas

idades
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O quadro 5 demonstra em resumo todos os resultados obtidos neste estudo atraveés dos

testes comportamentais realizados, segundo os parédmetros avaliados, a idade testada, a
manifestacdo de acordo com o género e as possiveis interpretacdes.

Teste

MPO

IL-4

IL-6

BDNF

INFy

Nitrito

Parva

IDO

TRP

5-HT

QUIN

Quadro 5 - Resumo dos resultados neuroquimicos obtidos pelo presente estudo:

Area Idade Grupo LPS & Grupo LPSQ
Cerebral

CPF/HC/HT 35 1CPF/ttHC/HT 1111 N&o significativo
CPRHC/HT 70 THC Néo significativo
CPE/HC/HT | 35 1111CPE/1111HC/T 11 THT 1111CPE/11THC
CPF/HC/HT | 70 $111CPF/{{HC/111HT M 11HC/HT]
CPF/HC/HT 35 JLLCPF/|LJJHC/| || JHT JWICPF/||[|HC/| || |HT
CPF/HC/HT 70 LLLICPF/| || JHC/111HT LLLICPF/ || JHC/L | LHT

HC 35 M1 111

HC 70 1111 mm

HC 70 71 Né&o significativo

HC 70 1(18x) Néo significativo

HC 70 ! Né&o significativo

HC 70 1 Néo significativo

HC 70 N&o significativo N&o significativo

HC 70 1l Né&o significativo

HC 70 ! 1

Interpretacéo

Neuroinflamacéo
e oxidacdo em

machos

Fendtipo
misto/imunidade
inata
Fendtipo
misto/imunidade
inata
Prejudicial para
0S neurdnios nao
entrarem em poda
sinaptica
Exacerbacéo
imune anormal
Thl
Estresse
nitrosativo
Susceptibilidade
parao TEA
Neuroinflamacéo;
sintomas
negativos
neuroinflamacéo
Alvo genético do
TEA; sintomas
negativos

neurotoxicidade
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7. DISCUSSAO

O principal achado do presente estudo é a influéncia do sexo e da idade em alteracbes
comportamentais de longo prazo induzidas pelo desafio imune com LPS neonatal (PN5 e 7).
De fato, os camundongos machos, demonstraram comportamentos tipo-depressivo/afetivo-
negativo, de risco, de ansiedade e de repeticdo, bem como déficits de memoria de trabalho na
periadolescéncia (PN35), porem na idade adulta (PN70) somente os comportamentos tipo-
depressivo/afetivo-negativo e ansiedade foram evidenciados. Em relacdo as alteracdes
neurobioquimicas avaliadas, os camundongos machos desafiados com LPS apresentaram
aumento da atividade da enzima MPO [PN35 (CPF, HC e HT) e 70 (HC)], niveis aumentados
de nitrito, INFy e IDO e diminui¢do da parvalbumina e serotonina no PN70 (HC). Ambos os
Sexos, por sua vez, obtiveram niveis aumentados de BDNF (HC), IL4 (CPF, HC e HT) e
niveis diminuidos de IL-6 (CPF, HC e HT) durante a adolescéncia e a idade adulta e
diminuicéo de &cido quinolinico hipocampal na idade adulta.

Com base na relacdo entre os desafios de LPS pré-natal ou neonatal e a manifestacao
de transtornos neuropsiquiatricos como o autismo (KIRSTEN et al. 2013; PANG et al. 2016),
esquizofrenia (ZHU et al., 2014) ou ansiedade (WALKER et al., 2009) em roedores, optou-
se por mimetizar componentes causais, comportamentais e neurobioquimicos do TEA em
camundongos swiss de ambos 0s sexos expostos ao desafio imune neonatal (PN5 e 7) com

LPS, sendo avaliados na idade correspondente a periadolescéncia e idade adulta.

Os PNs5 e 7 foram escolhidos de modo a simular um desafio no final do terceiro
trimestre da gravidez humana, uma vez que em roedores equivalem a Ultima fase de uma
gestacdo humana de 36-40 semanas (termo) (ANDERSEN; NAVALTA, ANDERSEN 2003,
CLANCY et al., 2007; SEMPLE et al. 2013). E importante ressaltar aqui que a maioria dos
estudos investigando as consequiéncias da exposi¢do neonatal ao LPS foram conduzidos em
animais desafiados nos PN 3 e 5 (PANG et al.,2003; WALKER et al., 2009, THISHKINA et
al., 2016; PANG et al., 2016). Na verdade, PNs 1-3 representam 23-32 semanas de gestacgéo,
caracterizado pelo desenvolvimento do sistema imunolégico e estabelecimento da barreira
hemato-encefalica. Por outro lado, durante o0s PNs 5-10 o sistema imunologico esta se
consolidando, enquanto a densidade axonal e dendritica estdo aumentando, assim como a
gliogénese esta em pico (SEMPLE et al., 2013). Portanto, o dia neonatal de exposicao ao LPS

pode ser de relevante para as altera¢cdes comportamentais observadas no final da vida.
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Considerando as avaliagbes comportamentais realizadas aqui, os déficits de IPP séo
considerados alteracfes neurofisioldgicas endofenotipicas da esquizofrenia (BRAFF; LIGHT,
2005). Alem da esquizofrenia, os déficits em IPP também sdo observados em pacientes que
sofrem de uma variedade de distdrbios neuropsiquiatricos, incluindo TEA, uma desordem
caracterizada por déficits no acesso a informacGes motoras, sensoriais € / ou cognitivas
(BRAFF et al., 2001).

No presente estudo, as fémeas desafiadas com LPS demonstraram déficits na funcéo
IPP tanto no PN35 como no PN70, o0 mesmo ndo ocorreu com 0s camundongos machos.
Contrariamente a esses resultados, Perry et al. (2007) publicou que os adultos do sexo
masculino com TEA apresentaram déficits de IPP associado a comportamentos restritos e
repetitivos, bem como desempenho ruim no teste de fluéncia verbal. Feleder et al. (2010)
mostrou, em estudo pré-clinico, que ratos machos desafiados no PN7 e 8 com infuséo bilateral
de LPS no hipocampo ventral apresentaram déficits de IPP quando avaliados durante a idade
adulta. Porém, é importante mencionar o fato de que, atualmente, o valor de traducdo de
estudos baseados na infusdo intracerebral (i.c) de LPS esta sendo discutido, uma vez que nédo
modelam a origem sistémica ou materna de infeccdes perinatais (PANG et al., 2016). Alem
disso, a injecdo local de um estimulo inflamatério pode ativar somente as células imunes
locais, o que gera diferencas significativas em comparacdo com a ativagédo sistémica com a

qual foi realizada neste estudo.

Em linha com as descobertas deste estudo sobre os déficits de IPP em camundongos
fémeas desafiados com LPS e a correlacdo prévia desses déficits com a fluéncia verbal em
TEA (PERRY et al. 2007), um estudo do Reino Unido, que endereca a falha diagndstica
potencial do TEA entre homens e mulheres, mostrou que as meninas que ficaram aquém do
limiar para diagnostico do TEA apresentaram maiores dificuldades de comunicagéo, por
vezes negligenciadas, quando comparadas com 0S meninos na mesma condigdo
(DWORZYNSKI et al., 2012).

Os animais machos, contrariamente as fémeas, obtiveram o tempo de imobilidade
aumentado no teste de nado forcado que condiz com sintomas depressivos/ afetivos-
negativos; aumento de comportamento de risco no teste de aversdo ao odor do gato;
comportamento estereotipado observado através do grooming que esta relacionado ao

comportamento repetitivo e restritivo e diminuicdo do tempo gasto no centro do campo
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aberto, compativel com sintomas ansiogénicos; déficits de memdria de trabalho avaliado no
labirinto em Y. J& na idade adulta (PN70), permaneceram somente 0s sintomas
depressivos/afetivos-negativos e 0 comportamento de ansiedade, vislumbrando que alguns
endofenoétipos sdo atenuados na vida adulta e os comportamentos de tipo-ansiedade e
depressdo podem figurar como co-morbidades de transtornos neuropsiquiatricos de espectro
maior, como o TEA, que compreende toda essa sintomatologia observada no PN35 e atenuada
no PN70.

De acordo com a quinta edicdo do Manual de Diagndstico e Estatistica da Associagao
de Psiquiatria Americana (DSM-V, 2014), o diagndstico do TEA baseia-se em quatro critérios
(A,B,C,D) de inclusao por categorias de sintomas, que podem ocorrer em trés niveis (leve,
moderado e grave). Ressaltando o critério B: PadrGes restritos e repetitivos de
comportamento, interesses ou atividades e o critério C: especifica que esses sintomas devem
estar presentes no periodo de desenvolvimento precoce, mas ndo podem se manifestar
plenamente até que as demandas sociais excedam capacidades limitadas, ou podem ser
mascaradas por estratégias aprendidas na vida adulta. Corroborando com os resultados
comportamentais obtidos nesse estudo e acima mencionados, isso justifica a diferenca de
comportamento do PN35 para o PN70. Lembrando que a prevaléncia do TEA é de 4 homens
para cada mulher diagnosticada e nesse estudo somente os camundongos machos

demonstraram esse perfil.

Em consoante ainda com o TEA, o uso de um estimulo olfativo aversivo (teste do odor
do gato) para avaliar a auséncia de demonstracdo de medo em situacdes potencialmente
perigosas que ocorre em autistas (DSM-1V, 1994), tendo em mente que o gato é o predador
natural do rato, e, portanto, 0 gato deve causar aversdo e medo ao rato, por instintos de
sobrevivéncia, os camundongos machos do grupo LPS demonstraram comportamento de risco

(tipo-autismo) no PN35.

Até o momento, os estudos que abordam as alteragbes comportamentais de longo
prazo induzidas pelo desafio neonatal do LPS apresentam resultados conflitantes,
possivelmente decorrentes de protocolos experimentais desenhados com base em: i) infusao
i.c de LPS ou ii) desafio de LPS em diferentes periodos de vida neonatal. Nesse contexto, a
infusdo i.c. de LPS na PN5 foi relacionada ao comprometimento de aprendizagem de longa

duracdo, menor resposta semelhante a ansiedade e lesdo do hipocampo em ratos adultos
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(WANG et al.,, 2013). Em linha com nossos achados de alteragbes comportamentais
semelhantes a ansiedade, Walker et al. (2004) descobriram que a administracdo neonatal (PN3
e 5) de LPS de Salmonella enteritidis causa alteracdes de ansiedade em animais avaliados
durante a idade adulta. E importante ressaltar que Walker et al. (2004) avaliaram apenas as
alteracdes de ansiedade usando o teste de labirinto positivo. O desafio da vida precoce com
LPS também estava relacionado ao comportamento tipo-depressivo de longa duracdo em
roedores no estudo de Dinel et al., (2014) que também demonstrou que 0s primeiros sintomas
de comportamento tipo-depressivo na idade adulta de animais desafiados neonatalmente por
LPS foi especificamente "desespero comportamental™ no teste de nado forgado, concluindo
que o LPS (PN3 e 5) induz "malprogramacéao perinatal™ resultando no desenvolvimento de
comportamentos tipo-depressivos, que comecaram em adolescentes e se tornaram evidentes

em ratos adultos.

Déficits neuropsicolégicos associados a transtornos de ansiedade e depressao Sao
muitas vezes considerados apenas como epifendmenos de idade, falta de motivacéo,
desatencdo ou viés de resposta. No entanto, estudos demonstram comprometimento cognitivo
persistente na recuperacao do transtorno do humor, indicando associacéo de alta ansiedade e
depressdo com comprometimento das funcGes cognitivas (AUSTIN et al., 2001; ELLWART
et al., 2003).

A anedonia induzida por inflamacdo é freqlentemente usada como um teste
comportamental para fenétipos de tipo-depressivo, mas Dunn e Swiergiel (DUNN;
SWIERGEL, 2001) relataram que os déficits comportamentais induzidos por LPS em
camundongos adultos ndo foram revertidos por uma série de diferentes antidepressivos,
enquanto outros relatam que eles eram (YIRMIYA, 1996; YIRMIYA et al., 2001), sendo este
ultimo um importante suporte a idéia de que a administracdo de LPS induz um
comportamento de tipo-depressivo (GARZA, 2005). Outros relatos apontam diretamente para
os efeitos diferenciais que o LPS tem sobre os aspectos consumativos e afetivos da
alimentacdo (LARSON, 2006), sugerindo ainda que os efeitos "anedonicos” do LPS sdo mais
reflexivos dos aspectos anoréxicos da endotoxina em oposi¢do a uma mudanca na resposta ao
apetitite. Em nosso estudo, nenhum dos grupos submetidos ao desafio imune neonatal com
LPS demonstraram anedonia no teste de preferéncia a sacarose, evidenciando que os sintomas
negativos observados no teste do nado forcado correspondem a sintomas afetivos-negativos

que ndo compdem a depressdo maior como um todo.
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Os resultados obtidos nos estudos acima mencionados, em conjunto com os obtidos no
presente estudo, sugerem que o desafio com LPS neonatal pode estar relacionado a um
fenotipo comportamental mais complexo e mais tendencioso que apenas alteracdes sexuais e
pontuais, tais como ansiedade ou depressao. Por conseguinte, a concepcao de protocolos
experimentais que avaliem as consequéncias a longo prazo do desafio do LPS numa ampla
gama de determinagGes comportamentais e ndo apenas determinagdes isoladas podem ser de

grande importancia e valor translacional.

O desequilibrio imunoldgico (incluindo a auto-imunidade) tem sido proposto como
principal componente etiolégico no TEA. Em consondncia com os desequilibrios
imunoldgicos, individuos com TEA apresentam alteragdes em varias células imunologicas,
incluindo células natural killer (NK) e macréfagos. A mieloperoxidase (MPQ), marcador de
inflamacdo e oxidacdo, é uma enzima heme envolvida na producdo de espécies oxidantes em
células fagociticas, tais como macrofagos, promovendo estresse oxidativo durante a
inflamacdo sendo regulada em varias condic¢Ges inflamatorias agudas e cronicas, incluindo
esquizofrenia (AL-ASMARI; KHAN 2014) e autismo (ROSE et al., 2012). De fato, em areas
cerebrais de pacientes com TEA, a diminuicdo de glutationa reduzida (GSH) e o aumento do
estresse oxidativo estavam relacionados a uma resposta inflamatéria crénica, bem como ao
aumento da resposta mitocondrial, producdo de superdxido, proteina oxidativa e dano ao
DNA (ROSE et al., 2012).

Neste estudo, observou-se que a atividade da MPO foi aumentada nas trés areas
cerebrais (CPF, HC e HT) exclusivamente em camundongos machos desafiados
neonatalmente com LPS, enquanto que na idade adulta somente no HC este aumento foi
observado. As fémeas ndo sofreram alteracbes de MPO nesse estudo. Um estudo recente
usando o modelo autismo induzido pelo &cido valpréico pre-natal em ratos mostrou que no
PN50 os animais apresentaram aumentos na permeabilidade da barreira hemato-encefalica
(BHE), atividade cerebral MPO e pardmetros de estresse oxidativo (diminui¢cdo do GSH e
aumento da peroxidacéo lipidica) (KUMAR; SHARMA 2016).

As diferencas nas manifestacbes comportamentais e neurobioquimicas observadas
aqui ressaltam a importancia de estratificar as amostras de acordo com o género em estudos
bioldgicos das condi¢des do espectro do autismo. Os perfis especificos do género descritos

aqui levam a sugestdo de que: mecanismos compensatorios diferentes ocorrem em machos e
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fémeas com condicGes de espectro austista ou que estas condigdes podem desenvolver-se

através de vias sexuais especificas do sexo.

A desregulacdo nos niveis de citocinas sdo achados importantes em pacientes com
TEA (GOINES; ASHWOOD 2013), bem como podem estar relacionadas a alteragoes
especificas do sexo observadas na sindrome de Asperger (SCHWARZ et al., 2011). Aqui,
observou-se que nas areas cerebrais (CPF, HC e HT) de ambos os sexos e idades (PN35 e
70), expostos neonatalmente ao LPS , ocorreu aumento da citocina, IL-4. Os niveis séricos de
IL-4 também estavam aumentados em individuos com TEA, sendo esse aumento associado,
em estudo prévio, ao aumento da resposta Th2 com maior comprometimento da comunicacao
ndo-verbal (ASHWOOD et al., 2011). Apesar do aumento dos niveis de IL-4 observado no
TEA, o papel desta citocina neste transtorno, isto €, patogénico (indutor da apoptose na
microglia/poda sinéptica ineficiente) versus protetor (anti-inflamatéria) ainda € elusivo
(GADANI et al., 2012). Outra importante observacdo, considerando nossos resultados, é que
camundongos machos adultos (grupo LPS) apresentaram niveis aumentados de IL-4 quando
comparados com as fémeas (diferenca de género). Mais uma vez, os niveis mais elevados de
IL-4 observados no cérebro de animais machos desafiados com LPS neonatal estdo
parcialmente de acordo com os achados de Schwarz et al. (2011), em que uma diferenca
bioldgica central entre homens e mulheres com a Sindrome de Asperger foi 0 aumento dos

niveis de IL-4 em individuos do sexo masculino.

A IL-6, por sua vez, é uma citocina neuropoiética, pro-inflamatéria, envolvida no
desenvolvimento neuroldgico e na funcéo cerebral. Esta citocina pode atravessar 0S processos
de influéncia da barreira hemato-encefalica no cérebro adulto (STOLP; 2013). Alteracbes no
comportamento, na cognicao, na neurotransmissdo do acido gama-amino butirico (GABA) e
na funcdo imune estdo entre as fungdes comprometidas pela disfuncdo do hipocampo IL-6
durante o neurodesenvolvimento(SAMUELSSON et al., 2006) . De fato, niveis aumentados
de IL-6 estdo associados ao TEA (WEI et al., 2011). Nesse estudo, observou-se que
camundongos machos e fémeas em ambas as idades avaliadas apresentaram niveis cerebrais
diminuidos de IL-6. De notar que os déficits de I1L-6 estdo associados a maior agressividade e
emocionalidade (ALLEVA et al.,, 1998), haja vista que a IL-6 esta relacionada com o
amadurecimento necessario para circuitos hipotalamicos relacionados ao estresse. Em outro

estudo, ratos com baixos niveis de IL-6 apresentaram problemas de memdria acompanhados
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de maior susceptibilidade ao estresse e reduzido comportamento exploratorio (BAIER et al.
2009).

A diminuicéo da IL-6 e do aumento da producéo de IL-4 observada tanto em animais
machos como em fémeas pode também estar relacionada a uma modulacdo no eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA). A elevacdo dos glicocorticoides resulta na supressdo de
citocinas pro-inflamatdrias tais como IL-6 e TNF-a e regulagdo positiva de citocinas anti-
inflamatorias tais como IL-4 e IL-10, e receptores de citocinas (CHROUSOS, 1995). E de se
notar que criangas com diagnotico de espectro autista apresentam niveis de cortisol em pico
significativamente mais altos e duracdo prolongada e recuperacao de elevacao de cortisol apos
estresse (SPRATT et al., 2012). Assim, estudos adicionais sdo necessarios para testar a
hipdtese de aumento da atividade do eixo HPA em animais neonatais desafiados com LPS no
PN5e7.

O LPS esta associado a prejuizos consideraveis das funcdes cerebrais superiores,
incluindo o aprendizado e a memdria. A regulacdo prejudicada do HPA envolve interrupgédo
de conexdes funcionais entre os neurdnios do HC, CPF e HT. Em particular, isso pode estar
relacionado a uma disfungdo do feedback negativo devido a diminuicdo do funcionamento
dos receptores de glicocorticoides nessas estruturas. Adicionalmente, uma diminuicdo seletiva
em interneurdnios GABAGérgicos do HC induzida pela ativacdo imunoldgica neonatal pode
atenuar o efeito inibidor do HC sobre os neur6nios produtores de CRH do HT. Assim,
mudancas na plasticidade sinaptica do hipocampo sdo esperaveis como resultado do
tratamento neonatal com LPS (KHANZADA et al., 2017).

Como observamos altera¢bes na MPO, IL-4 e IL-6 principalmente no HC e também
com base na importancia desta area cerebral para o desempenho das tarefas comportamentais
realizadas neste estudo, decidimos continuar nossas determinagdes neuroquimicas apenas em
HC.

Em relacdo ao IFN-y, observou-se niveis aumentados desta citocina Thl em
camundongos adultos, tanto machos como fémeas, desafiados por LPS neonatal. O IFN-y foi
relacionado a sobreproducdo de NO em TEA (SWEETEN et al., 2004). A este respeito,
observou-se também aqui niveis elevados de nitrito (metabélito do NO) no HC apenas em
camundongos machos adultos desafiados com LPS neonatal. Isto pode refletir uma

superexpressdo da 6xido nitrico indutivel (iINOS) em células microgliais. Juntamente com o0s
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resultados da MPO podemos sugerir que os marcadores de imunidade inata e fen6tipo misto
foram alteracOes especificas do sexo observadas em nosso protocolo de desafio neonatal com
LPS.

O aumento de NO observado em camundongos machos adultos (grupo LPS) pode
estar associados a poucos comportamentos prejudicados. Por exemplo, tem sido demonstrado
que o NO estd envolvido na depressdo e a inibicdo da producdo deste mediador reduz o
comportamento depressivo em um modelo de estresse leve inesperado crénico (PENG et al.
2012). Além disso, uma vez que o NO esta envolvido no comportamento de ansiedade
(WORKMAN et al., 2008), o aumento desse mediador no HC pode contribuir para o efeito
comportamento ansiogénico observado em animais machos. Finalmente, € possivel que o
aumento de MPO (VACCARINO et al., 2008) também pode contribuir para 0 comportamento

tipo-depressivo/ afetivo negativo observado em camundongos machos desafiados com LPS.

O IFNy ¢ a citocina predominante implicada na indu¢do de IDO (O'CONNOR et al.,
2009c¢), de fato, ocorreu aumento da expressao de IDO nos camundongos machos desafiados
com LPS neonatal neste estudo. A IDO, por sua vez, cataboliza a via das quinureninas e esta
relacionada a inflamacdo, ao comportamento tipo-depressivo e a danos neuronais através do
estresse oxidativo. Obtendo esses resultados, foi quantificado os metabdlitos (acido
quinolinico, serotonina e triptofano) dessa via, evidenciando diminui¢do de serotonina no
hipocampo dos machos adultos (grupo LPS) e &cido quinolinico em ambos 0s sexos
desafiados com LPS neonatal. O transportador de serotonina é alvo genético no autismo
(KHANZADA et al., 2017), desse modo a sua diminuigdo esta relacionada ao trasportador. A
Deplecéo de serotonina muito precocemente em fetos de ratos leva a uma redugdo permanente
no numero de neurbnios em ratos adultos (WHITAKER-AZMITIA, 2001). Por outro lado,
niveis persistentemente elevados de serotonina poderiam indicar um déficit na eliminacdo de
sinapses em cérebros de autistas, contribuindo para um aumento no nimero de minicolunas
corticais (KELLER; PERSICO 2003). Um estudo mostrou sintese alterada de serotonina nos
tratos dentato-tdlamo-corticais em autistas do sexo masculino (CHUGANI et al., 1999). Além
disso, o periodo de sintese elevada de serotonina cerebral que ocorre em criangcas com
diagnotico de autismo tipico até os 5 anos de idade (capacidade de sintese 200% maior do que
em adultos) ndo parece ocorrer em criangas com autismo atipico. Nestas, a capacidade de
sintese de serotonina aumenta gradualmente dos 2 aos 11 anos de idade, alcan¢ando valores
1,5 vezes maiores do que aqueles observados em adultos tipicos (MULLER et al., 1998;
CHUGANI et al., 1997; CHUGANI et al., 2002; GADIA, 2004). A diminui¢cdo do acido
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quinolinico, nos grupos desafiados com LPS neonatal, pode estar relacionada ao desvio da via
das quinureninas para a producdo de outros 30 catabolitos intermediarios do triptofano, haja
vista que a ativacdo imune Thl por LPS estimula seletivamente a via do NAD com producéo

dos catabolitos neurotdxicos do triptofano.

Uma vez que observamos que o HC de animais adultos desafiados por LPS apresentou
perfil pré-inflamatorio, decidimos determinar a expressdo da parvalbumina (isto €, um
marcador de interneurénios GABAGérgicos). Nesse estudo, a expressdo da proteina
parvalbumina foi diminuida em animais machos expostos a LPS. Os interneur6nios positivos
para a parvalbumina séo neurénios de adi¢do rapida que podem converter um sinal de entrada
excitatorio em um sinal de saida inibitério dentro de um milissegundo envolvido criticamente
em microcircuitos e redes neuronais (HU et al., 2014). Importante, os neurbnios de
parvalbumina foram diminuidos no CPF mediano de individuos autistas (HASHEMI et al.,
2016), refletindo uma ruptura no equilibrio de excitacdo / inibicdo sendo BDNF um regulador
da atividade de rede sincronizada através dos interneurdnios de parvalbumina (ZHENG et al.,
2011). Apesar dos estudos mostrando a regulacdo do BDNF nos neurdnios de parvalbumina, a
relacdo entre 0 BDNF e os neur6nios de parvalbumina no autismo tipico e atipico, tanto
quanto sabemos, ainda ndo foi estudada. Além disso, a desregulacdo redox foi associada com
comprometimento dos neurdnios parvalbumina no ventral HC (STEULLET et al., 2010).

Em relacdo ao BDNF, observou-se que tanto os animais machos como as fémeas
desafiados com LPS apresentaram um aumento médio de 2 vezes nesta neurotrofina quando
comparados com seus respectivos controles em areas cerebrais relacionadas com a
neurogénese, HC e HT. Foi previamente determinado num estudo clinico que o BDNF pode
ser um biomarcador importante para a diferenciacdo do autismo tipico e atipico. De fato, 0s
niveis séricos de BDNF foram significativamente maiores em individuos autistas atipicos
(fenotipo clinicamente mais leve) em comparacdo aos controles sadios, mas ndo em casos
tipicos de TEA (fenétipo clinicamente grave) (KASARPALKAR et al., 2014). Corroborando
também com nossos resultados, os niveis séricos de BDNF também foram aumentados
especificamente em mulheres com sindrome de Asperger (KNICKMEYER et al., 2008). Isso
é interessante, pois estudos anteriores mostraram niveis aumentados desse fator de
crescimento em criancas com condicbes de espectro autista em associagdo com o0
desenvolvimento cerebral atipico (SCHWARZ et al., 2011). Niveis mais baixos de BDNF

podem indicar comprometimento no mecanismo neuroprotetor, enquanto niveis mais elevados
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podem implicar uma resposta protetora manifestada. Apesar disso, 0 aumento desses niveis de
neurotrofina observado aqui também pode ser um indicativo de comprometimento na poda
sinaptica, que tem sido previamente relacionado a alguns endofenofitos de TEA, como o
comprometimento do comportamento social (ZHAN et al., 2014). Nosso estudo apresenta
algumas limitagOes, uma vez que ndo avaliamos o eixo HPA nos PN35 e 70 e a poda
sinaptica durante a vida neonatal. Outra limitacdo importante é que as citocinas e 0 BDNF néo
foram testados em amostras de plasma para realizar uma correlacdo entre 0s parametros
plasmaticos e cerebrais, a fim de orientar futuros estudos de avaliacdo de biomarcadores de

diferencas de sexo no TEA.
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8. CONCLUSAO

O desafio sisttmico com LPS neonatal no PN5 e 7 desencadeia alteragdes
comportamentais e neurobioquimicas distintas na periadolescéncia e idade adulta
manifestadas de acordo com o género em camundongos machos e fémeas. Os resultados
obtidos nesse estudo parecem refletir a importancia de um conjunto de citocinas, € ndo apenas
uma, para o desenvolvimento e curso das alteracdes comportamentais induzidas pelo LPS. Em
conjunto, esses achados podem estar associados a manifestacao de alteracdes do tipo TEA de
longa duragdo em animais machos e fémeas, acrescentando evidéncias ao estudo de diferencgas
de sexo em TEA pelo uso de modelos animais baseados no desafio neonatal com LPS.
Finalmente, nossos resultados podem estimular e orientar o desenho de estudos que abordem

novas metas para intervencdes sexo-especificas (preventivas ou terapéuticas) no TEA.
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Relevance to Autism Spectrum Disorders
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Abstract

Early-life challenges, particularly infections and stress, are related to neuropsychiatric
disorders such as autism and schizophrenia. Here, we conducted a wide range of behavioral
tests in periadolescent (postnatal day (PN) 35) and adult (PN70) Swiss mice neonatally
challenged with LPS on PN5 and -7, to unveil behavioral alterations triggered by LPS exposure.
Immune and neurotrophic (brain-derived neurotrophic factor—BDNF) alterations were
determined in the prefrontal cortex (PFC), hippocampus (HC), and hypothalamus (HT). Since
the incidence and clinical manifestations of neurodevelopmental disorders present significant
sex-related differences, we sought to distinctly evaluate male and female mice. While on PN35,
LPS-challenged male mice presented depressive, anxiety-like, repetitive behavior, and working
memory deficits; on PN70, only depressive- and anxiety-like behaviors were observed.
Conversely, females presented prepulse inhibition (PPI) deficits in both ages studied.
Behavioral changes in periadolescence and adulthood were accompanied, in both sexes, by
increased levels of interleukin (IL-4) (PFC, HC, and HT) and decreased levels of IL-6 (PFC, HC,
and HT). BDNF levels increased in both sexes on PN70. LPS-challenged male mice presented,
in both ages evaluated, increased HC myeloperoxidase activity (MPO); while when adult
increased levels of interferon gamma (IFNy), nitrite and decreased parvalbumin were observed.
Alterations in innate immunity and parvalbumin were the main LPS-induced remarks between
males and females in our study. We concluded that neonatal LPS challenge triggers sex-specific
behavioral and neurochemical alterations that resemble autism spectrum disorder, constituting
in a relevant model for the mechanistic investigation of sex bias associated with the

development of this disorder.
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