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RESUMO

O modelo two-hits propbe que desafios genéticos ou comportamentais em periodos
considerados criticos no neurodesenvolvimento, como no inicio da vida e durante a transicao
da crianca para o adulto, pode afetar o desenvolvimento normal do cérebro e predispor o
individuo a psicopatologias. Estas manifestaces podem ocorrer de forma distinta entre os
sexos. O objetivo deste trabalho foi investigar as alteracbes comportamentais e neuroquimicas
em ratos Wistar adultos, machos e fémeas, ap6s a exposicdo neonatal ao lipopolissacarideo
(LPS) e ao estresse na adolescéncia. No periodo neonatal, 5° dia pds natal (PN) e 7°, ratos
Wistar receberam LPS intraperitoneal na dose de 50 pg/Kg ou salina (modelo de 1 desafio) e
entre 0 PN35-PN43 (periodo peripuberal) os animais foram submetidos ou ndo ao estresse
(modelo de 2 desafios). No PN60 (adulto jovem), foi realizada as analises comportamentais
(campo aberto, nado forcado, teste da sacarose, interacao social, labirinto em Y, inibicao pré-
pulso) e as analises neuroguimicas (atividade da mieloperoxidade e fator neurotrofico
derivado do cérebro). No campo aberto foi observado um aumento no ndmero de
levantamentos (rearing) no grupo LPS + estresse dos machos (p<0,005). Na avaliacdo do
tempo gasto na area central houve uma reducédo significativa nos grupos Salina + estresse
(p<0,01) e LPS + estresse (p<0,0001) quando comparado ao controle das fémeas. No nado
forcado foi observado em todos os grupos, tanto nos machos quanto nas fémeas, uma
diminuigédo no tempo de imobilidade quando comparado ao controle, mas n&o foi observado a
anedonia no teste da sacarose. O IPP apresentou uma reducdo no reflexo de sobressalto na
intensidade pré-pulso de 70 no grupo LPS + sem estresse (p<0,05) dos machos. Houve uma
diminuicdo no déficit cognitivo pelo teste do labirinto em Y nos grupos LPS + estresse nos
machos (p<0,001) e nas fémeas (p<0,05), assim como no grupo LPS + sem estresse nos
machos e fémeas (p<0,05). Na interacdo social os machos apresentaram uma diminui¢do na
porcentagem do tempo na camara com o animal (p<0,0001), nas entradas da camara com 0
animal (p<0,05) e no tempo interagindo com o animal (p<0,001). N&o houve alteracGes
significativas na atividade da mieloperoxidase e houve um aumento dos niveis de BDNF no
hipocampo do grupo LPS + estresse tanto dos machos (p<0,0001) quanto das fémeas
(p<0,01). A exposi¢do neonatal ao LPS mostrou altera¢cbes comportamentais e neuroquimicas

nos animais adultos (machos e fémeas) com caracteristicas do Transtorno do Espectro Autista.

Palavras-chave: LPS, estresse, neurodesenvolvimento, memdria, depressao, autismo



ABSTRACT

The two-hit model proposes that genetic or behavioral challenges in periods considered
critical in neurodevelopment, as early in life and during the transition from childhood to
adolescence, can affect the normal development of the brain and predispose the individual to
psychopathology. These events can occur differently between genders. The objective of this
study was to investigate the behavioral and neurochemical changes in rats adults, male and
female, after exposure to neonatal lipopolysaccharide (LPS) and stress in adolescence. In the
neonatal period, 5th postnatal day (PN) and 7th Wistar rats received intraperitoneal LPS at a
dose of 50 pg/kg or saline (1 challenge model) and between the PN35-PN43 (peripuberal
period) the animals were submitted or not to stress (2 challenges model). On PN60 (young
adult) was performed behavioral tests (open field, forced swimming, sucrose test, social
interaction, Y maze, pre-pulse inhibition) and neurochemical analyzes (myeloperoxidase
activity and brain-derived neurotrophic factor levels). In the open field there was an increase
in the number of rearing in the group LPS + stress of males (p <0.005). Regarding the spent
time in the central area there was a significant reduction in the group Salina + stress (p <0.01)
and group LPS + stress (p <0.0001) when compared to control females. In the forced
swimming test was observed in all groups, both in males and in females, a decrease in the
immobility time when compared to the control, but was not observed anhedonia in sucrose
test. IPP showed a reduction in the startle reflex in prepulse intensity at 70 in the group LPS +
without stress (p <0.05) males. There was a decline in cognitive deficits by Y maze test in
LPS + stress group in males (p <0.001) and females (p <0.05) and in the group LPS + without
stress in males and females (p < 0.05). In social interaction males showed a decrease in
percentage of time in the chamber with the animal (p <0.0001), in the input chamber with the
animal (p <0.05) and in the time interacting with the animal (p <0.001). There were no
significant changes in myeloperoxidase activity and it has an increase in BDNF levels in the
hippocampus of LPS + stress group both males (p <0.0001) and females (p <0.01). The
exposure to neonatal of the LPS showed behavioral and neurochemical changes in rats adults

(male and female) with characteristics of Autistic Spectrum Disorder.

Keywords: LPS, stress, neurodevelopment, memory, depression, autism
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1 INTRODUCAO

Em mamiferos, h& dois grandes periodos de intensa producéo sinaptica e poda:
antes e imediatamente ap6s 0 nascimento (periodo pré e neonatal) e durante a transicdo da
infancia para a adolescéncia (ANDERSEN, 2003). Eventos negativos neste periodo da vida
pode impactar em respostas do sistema imune e neuroenddcrinas e alterar a trajetoria normal
de desenvolvimento do cérebro aumentando o risco de desenvolvimento de ditdrbios
psiquiatricos no adulto. Em roedores, esses eventos sdo movidos por diferentes fatores, tais
como privagdo maternal, estresse ambiental e agentes imunoestimulantes (GANGULY;
BRENHOUSE, 2014).

A ativacdo do sistema imune, seja por fatores ambientais ou imunoestimulantes,
tem sido associada a psicopatologias tais como depressdo, esquizofrenia e transtorno
obsessivo-compulsivo (JONES; THOMSEM, 2013; VALKANOVA et al., 2013) e uma
ativacdo imune precoce no inicio da vida provavelmente sensibiliza o individuo, permitindo
assim uma ampliacdo de um estimulo subsequente, tornando-0 mais vulneravel a depresséo e
a ansiedade na vida adulta (FRANK et al 2013; HENNESSY et al. 2010).

Evidéncias apontam que o processo inflamatério pode ter um papel importante na
fisiopatologia de algumas desordens psiquiatricas, como a depressao, no qual a ativacao de
células imunes pode contribuir para os sintomas depressivos, incluindo anedonia,
comportamento tipo ansiedade, fadiga e comprometimento cognitivo leve (MAES 2011;
MAES et al 2009). A alteracdo na funcdo imune provoca a liberagéo de citocinas produzindo
0 comportamento tipo doenca e que partilham semelhangas com a depressdo (KOO;
DUMAN, 2008; DINAN 2009; DUNN et al 2005).

Assim, infeccdes e/ou desafios em pontos criticos no neurodesenvolvimento e no

inicio da vida podem levar ao surgimento de doencas na vida adulta.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Periodo de vulnerabilidade no neurodesenvolvimento

O desenvolvimento do cérebro € um processo notavel. Células progenitoras
nascem se diferenciam e migram para suas posi¢des definitivas. Axonios e dendritos séo
formados de importantes conexdes sinapticas que preparam potencialmente o campo para a
codificacdo de informacdes 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 e
durante as transi¢Ges da infancia, adolescéncia, até a idade adulta. Este processo resulta em
diferentes periodos criticos e sensiveis do desenvolvimento do cérebro. Hebb et al., 1949
postularam que o primeiro reforco de elementos sindpticos ocorre através da validacdo
funcional, desde entdo, pesquisadores aplicaram esta abordagem para a compreensdo da
escultura do cérebro imaturo. Dessa forma, o cérebro tornou-se um desafiador para
corresponder as necessidades do ambiente. A exposi¢do a elementos positivos e negativos
(por exemplo, desafios imunes) antes da adolescéncia pode interferir sobre a formacao final
do cérebro do adulto de um modo que difere da exposicdo a esses mesmos elementos apos a
adolescéncia (ANDERSEN, 2003), estas exposicdes em diferentes fases da vida podem ter
consequéncias diversas ainda pobremente conhecidas.

Estima-se que os dias pds-natal (PN) de 1 a 10, em roedores, equivale ao terceiro
trimestre de gestacdo em humanos, ou que o PN 10 é equivalente ao cérebro humano ao
nascer. Dessa forma, este periodo PN, é um periodo crucial para o rapido crescimento cerebral
dos roedores pois ocorre na primeira semana de vida devido ao seu precoce desenvolvimento
comparado aos humanos, e desafios nesta fase de desenvolvimento pode afetar a formacéo
final do cérebro. (ROSS et al, 2015; ANDREWS; FITZGERALD, 1997; DOBBING;
SANDS, 1979) (Figura 1).

InfeccBes durante o primeiro trimestre de gestacdo pelo virus da influenza (H1N1) e
rubéola tem sido associado ao aumento do risco de desenvolvimento de esquizofrenia e
psicoses ndo afetivas, respectivamente, (BROWN et al., 2004; BROWN et al., 2000) e mais
recentemente, o virus Zika associado aos crescentes casos de microcefalia em que o afeta as

células progenitoras neurais humanas aumentando a morte celular e desregulando o
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crescimento celular (TANG et al., 2016). E, no final da gestacéo, acredita-se que ndo h4 mais
tanto risco para o feto frente a infec¢Bes ocorridas neste periodo.

A adolescéncia € um periodo de formacdo neurocomportamental, no qual o
hipocampo (HC), amigdala e cortex pré-frontal (CPF) sofrem maturacdo (ANDERSEN,
2003). Durante este periodo de desenvolvimento, a poda sindptica assim como a mielinizacéo
aumentam com a finalidade de aperfeicoar a conectividade funcional. Portanto, o cérebro
adolescente € um cérebro em fluxo, passando por inUmeras mudancas regressivas e
progressivas nas regides mesocorticolimbicas, e estas alteracdes nas regifes cerebrais ndo
ocorre somente em humanos na fase da adolescéncia mas também em espécies de roedores a

primatas ndo humanos adolescentes (SPEAR, 2000).

Figura 1: Representacdo esquematica do periodo de crescimento cerebral em ratos e humanos
(ROSS et al 2015).

. 12 trimestre 22 trimestre 39 trimestre
Semanas Pre-Natal

Humanos § 2 9 12 24 38

Dias Pré-Natal Dias pés-natal

Ratos 4 12 15 19 I 1-7
-

Fonte: Adaptado de Ross et al. 2015

O termo “estresse” se refere a experiéncias que possuem um desafio emocional e
psicolégico, no qual ativa o sistema nervoso autbnomo e eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal
(HPA) permitindo assim, frente a uma situacao perigosa ou ameagca, a classica resposta de luta
ou fuga para que o individuo/animal sobreviva. Esta resposta é essencial para sobrevivéncia
do individuo/animal, no entanto, uma resposta inadequada ou excessiva pode ser prejudicial
tanto para a salde quanto para a sobrevivéncia do mesmo (McEWEN, 2007).

O estresse pode influenciar ao desenvolvimento e exacerbacdo de sintomas com
desordem psiquiatricas, incluindo depressdo, ansiedade, estresse pdés-traumatico e
esquizofrenia (CASTRO et al, 2012; de KLOET et. al 2005; McCEWEN, 2004). O cérebro
interpreta situacdes como ameacadoras ou nao e determina as respostas comportamentais e
fisiologicas para cada situacdo. Dentre as areas alvos do estresse e seus hormonios esta o
hipotdlamo (HT) e tronco cerebral, assim como, areas cognitivas que desempenham um papel

fundamental na memoria, ansiedade e tomada de decisdo. E os efeitos agudos e crénicos
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frente a experiéncias estressantes influenciam a forma de resposta. Isto se torna evidente ao
longo da vida, juntamente com fatores genéticos, que exercem uma importante influéncia na
resposta ao estresse no adulto (McEWEN, 2007) (Figura 2). Além disso, 0 estresse presente
na adolescéncia tem sido caracterizado como uma ameaca ao estado de homeostase pois
requer processos adaptativos para restaurar e manter esse equilibrio, muitas vezes decorrentes
pelo répido crescimento psicossocial, assim como, das demandas e mudangas ambientais no
periodo da adolescéncia. Assim, a adolescéncia pode ser considerada por si s6 como uma fase
estressante (SPEAR, 2000).

Figura 2: Papel central do cérebro na resposta comportamental e fisiol6gica em resposta ao
estresse (McEWEN, 2007)

Principais Eventos

Estresse (ameaca,
vigilancia, impoténcia)

'.:_:/ r
Diferencas Individuais K'(j‘;}i';,}}‘( /ﬁf; ESPDSE cumpur:ﬁatment?l
(zenes, desenvolvimenio, LA AL WA O g4, COmpoTiamento
experiéncias) b‘-{"'a_ L, %a / mdm@u_al_ fumo, bebida
] exercicio)
Resposta Fisiologica
Estresse (processo Adaptacio

estavel homeostasia)

Estresse (desregulacio dos
mediadores e dos horménios
estressores)

Fonte: Adaptado de McEwen 2007

Diversos estudos tem verificado que o estresse pode remodelar a composicdo da
microbiota intestinal (WANG ¢ WU 2005, O’'MAHONY et al 2009, GALLEY et al 2014a,
GALLEY et al 2014b, DE PALMA et al 2015) e impactar no desenvolvimento da barreira
intestinal, e isto, esta associado ao aumento da permeabilidade intestinal (SMITH et al 2010,
LENNON et al 2013, SODERHOLM et al 2002). Esta disfungdo na barreira intestinal pode
permitir que a microbiota inicie um processo inflamatorio implicando em altera¢Ges cerebrais
(KELLY et al 2015).
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Figura 3: Possiveis alteracbes neuropsiquiatricas decorrentes da alteracdo da permeabilidade
intestinal (KELLY et al 2015)

o

Ansiedade X Alteracio na barreira intestinal Depressio

I -

e 9 ¢

Prejuizo na funcao
Disfuncio Cognitiva social

Fonte: Adaptado de Kelly et al 2015

2.2 Depressdo, Esquizofrenia e Transtorno do Espectro Autista

O transtorno depressivo maior (TDM) é um dos transtornos psiquiatricos mais
comuns (VILLANUEVA 2013). O transtorno tem uma prevaléncia na faixa de 1,5 — 1,9%,
com uma estimativa média de 9,4% (KESSLER 2012) e estd projetada para se tornar a
segunda maior causa de incapacidade no mundo em 2020 (MURRAY 1997).

O excesso de ativacdo do sistema imune inato e a secre¢do anormal de mediadores
inflamatdrios, por exemplo, citocinas, tem sido demonstrado na fisiopatologia da depressdo
(DELLAGIOIA et al. 2013; DUNJIC-KOSTIC et al. 2012; MACEDO et al. 2013a;
MACEDO et al. 2013b; MACEDO et al. 2014). O estresse regula citocinas pro-inflamatérias,
como por exemplo, IL-1B, IL-6 e TNF-a, cicloxigenase 2 e peroxidacao lipidica. Pacientes
com TDM apresentam niveis de citocinas pré-inflamatorias no sangue elevadas (IL-6, IL-1p e
TNF-a), e no fluido cérebro espinhal (MAES 1999; LEVINE et al. 1999). O motivo desta
ativacdo ndo esta claro, mas algumas evidéncias sugerem que a via entre o humor negativo
(negative mood) e a inflamagéo s&o bidirecionais, pois 0 humor negativo ativa mecanismos
fisiologicos periféricos que resultam em uma ativagdo dos niveis sistémicos de inflamagdo e,

inversamente, os mediadores inflamatorios periféricos sinalizam o cérebro para alteragdes
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comportamentais, afetivas e cognitivas que s@o consistentes com os sintomas do TDM
(MESSAY et al 2012).

A esquizofrenia é uma desordem neurodesenvolvimental severa que se caracteriza por
um estado psicotico no qual inclui trés deficiéncias centrais: a presenca de sintomas positivos
tais como alucinac@es e delirios, a presenca de sintomas negativos que inclui a apatia social e
as alteragBes cognitivas, isto é, deficiéncia na memoria de trabalho e atencdo (WISCHHOF,
2015; HAFNER, 1998). O inicio dos sintomas ocorre de forma geral na adolescéncia ou nos
primeiros anos da vida adulta (FUSAR-POLI et al 2013).

O Transtorno do Espectro Autista é uma sindrome considerada como uma forma mais
branda do autismo e é definido, conforme o Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos
Mentais (DSM-V), pela presenca de déficits persistentes na comunicacéao e na interacdo social

em multiplos contextos, atualmente ou por histdria prévia.

2.3 Lipopolissacarideo

O lipopolissacarideo (LPS) é um dos componentes caracteristico das bactérias
Gram negativas e esta presente na parede externa das mesmas. E considerada uma endotoxina,
liberada apds a morte da bactéria e o rompimento da parede celular, no qual é reconhecido
pelos PAMPs (receptores de reconhecimento de padrdo molecular associado ao patgeno),
incluindo os receptores Toll-like (TLRs) (MURRAY, 2010). O LPS se liga e ativa 0 TLR4,
ativando o fator nuclear kB (NF-kB) e desencadeia a produgdo de citocinas pro-inflamatorias
(AKIRA; TAKEDA, 2004; HOSHINO et al., 1999). Assim, o LPS é o principal imunogénico,
no qual induz uma resposta inflamatoria pela liberagcdo de citocinas: interleucina 18 (IL-1p),
interleucina 6 (IL-6), fator de necrose tumoral a (TNF-a) e outros fatores, podendo levar a
febre e ao choque séptico (DINEL et al., 2014; BERNARDI et al., 2014; MURRAY et al,
2010).

Possui trés partes estruturais: lipidio A, cerne polissacaridico (cerne rugoso) e
antigeno O. O lipideo A é o principal componente do LPS, responsavel pela viabilidade
bacteriana e pela atividade da endotoxina do LPS. O cerne é um polissacarideo ramificado de
9 a 12 agucares e a regido é a mesma para uma espécie bacteriana. O antigeno O esté ligado
ao cerne, se encontra na porcdo exterior ao LPS e é responsavel pela diferenciacdo dos

sorotipos (cepas) de uma espécie bacteriana (MURRAY et al, 2010) (Figura 4).
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Figura 4: Estrutura do lipossacarideo
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A administracdo sisttmica do LPS mimetiza assim, um estimulo imunolégico por
bactérias Gram negativas. Diversos estudos demonstram que a exposi¢do neonatal ao LPS
pode causar alteracBes comportamentais e neuroenddcrinas em animais adultos por
comprometer a formacdo final do cérebro que estd em desenvolvimento (BARTH et al, 2016;
TISHKINA et al, 2016; DINEL et al, 2014; BERNARDI et al, 2014).

As gestantes, seja na presenca de uma situacdo de estresse ou por um outro
motivo que possa alterar a permeabilidade intestinal, pode levar a uma ativacdo inflamatéria
sistémica devido a presenca do LPS das bactérias Gram negativas da microbiota normal, e
estas citocinas podem desencadear um papel importante no neurodesenvolvimento da sua

prole.

2.4 Modelo de dois desafios

O modelo de dois desafios tem a hipdtese de que desafios genéticos ou ambientais
no inicio da vida configura uma predisposi¢cdo a psicopatologias, no qual, pode emergir
tardiamente na vida adulta e na presenca de um desafio subsequente, isto €, segundo desafio.
Portanto, o0 modelo de dois desafios investiga uma inter-relacdo dindmica entre multiplos
mecanismos postulando que o primeiro desafio durante um periodo critico do

desenvolvimento rompe o curso normal de desenvolvimento e estabelece uma
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susceptibilidade a um segundo desafio em um momento posterior e tardio da vida (WALKER
et al, 2009; MAYNARD et al, 2001).

Estudos recentes com animais usando o modelo conhecido de dois desafios tém
demonstrado que a ativacdo imune pré-natal e o estresse pré-puberal tém efeitos sinérgicos no
desenvolvimento de anomalias comportamentais, que nem ativacdo imune sozinha nem o
estresse por si s afetam essas fun¢Ges comportamentais na idade adulta, de modo que estas
alteracdes tornaram-se evidentes com a exposi¢cdo combinada desses dois fatores ambientais
(GIOVANOLI et al, 2013).

2.5 Microglia e mieloperoxidase

O sistema imune inato é a primeira linha de defesa contra uma infeccdo, no qual
envolve uma répida resposta dos macréfagos e da microglia.

Microglias sdo as células imunes priméarias do cérebro de longa duracéo, e tém sido
ligada a doencas neurodegenerativas, como o Alzheimer (BILBO et al, 2011). Em condicdes
fisiolégicas, a microglia tem inameras fungdes, incluindo a manutencdo sinaptica e a
fagocitose de células apoptdticas recém-formadas no adulto no nicho de células-tronco do
hipocampo. Em resposta a alteragBes patolégicas no microambiente do sistema nervoso
central (SNC), seja um microorganismo ou um sinal de perigo, a microglia assume
rapidamente um fendtipo “regulado” ou “ativado”: fenotipo M1; submetendo a alteraces na
morfologia e na expressdo de antigeno de superficie e sintetizando inUmeras citocinas pro
(fendtipo M1) e anti-inflamatdrias (fen6tipo M2), quimiocinas, 6xido nitrico, prostaglandinas
e espécies reativas de oxigénio, causando assim uma resposta que induz a neuroinflamacéo
(SMITH et al, 2014; FRANK et al, 2013; COLTON, 2009).

A mieloperoxidase (MPQO) € uma enzima encontrada nos granulos azuréfilos dos
neutréfilos, mas também estd presente em monadcitos e em microglias ativadas em pacientes
com doencas neurodegenerativas (LORIA; DATO, 2008; LEFKOWITZ, 2008). Ela é liberada
no microambiente em processos inflamatdrios e apresenta propriedades pré-oxidativa, proé-
inflamatdria e antimicrobiana (SAHEIB, 2016; LEFKOWITZ, 2008; LORIA; DATO, 2008;
YAP et al, 2007; BRADLEY, 1982). A MPO tem a funcdo de potencializar a acdo das
espeécies reativas de oxigénio, no qual cataliza a reagao entre o peroxido de hidrogénio (H202)
e o ion cloreto (CI") resultando na formag&o do acido hipocloroso (HOCI), e acredita-se que 0
HOCI seja o responsavel pela morte celular (LEFKOWITZ, 2008).
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Porém, se a microglia e seus produtos inflamat6rios sdo a causa ou a consequencia da

disfuncédo neural, ainda é necessario um intenso debate e novos estudos (BILBO et al, 2011).

2.6 Fator neurotréfico derivado do cérebro

O fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) faz parte da familia de
neurotrofinas e estas tém um importante papel na regulacdo do desenvolvimento e
manutencdo da funcdo do sistema nervoso periférico (SNP) e central (SNC) (VILLANUEVA
2013, MATHE et al, 2005). A sintese aumentada e/ou liberacdo de neurotrofinas durante o
periodo de desenvolvimento definido podem afetar como as redes neuronais sao formadas ou
mantidas, e, assim, poderia ser uma causa subjacente para o desenvolvimento de doencas
(MATHE et al, 2005), além disso, as neurotrofinas se ligam a receptores de membrana nos
neuronios alvo e ativam uma cascata intracelular no qual promovem a sobrevivéncia e efeitos
tréficos (VILLANUEVA, 2013).

A resposta ao estresse imunoldgico durante o periodo neonatal é conhecida por ter
uma influéncia de longa duracdo na resposta fisioldgica e equivalente ao estresse na idade
adulta. Vérios estudos relatam os efeitos sobre o desenvolvimento fisico, neuroquimico e
comportamental em animais que sofreram algum tipo de estresse neste periodo.

Sendo assim, o presente estudo foi delineado com o intuito de buscar e determinar
as principais alteracdes comportamentais e neuroquimicas induzidas pela administracdo
sisttmica de LPS no periodo neonatal, combinado com o estresse na adolescéncia. A
elaboracdo de um quadro de como a exposi¢do ao estresse na adolescéncia (modelo de dois
desafios) pode gerar mudancas mais ou menos prejudiciais, permite a determinacdo dos
chamados periodos criticos, possibilitando no futuro a prevencao e o tratamento de alterac6es
nos periodos mais prejudiciais, o que viabilizarda uma melhor qualidade de vida para o

paciente, familiares e para a sociedade, bem como a reducgédo nos gastos com a saude publica.



22

3. HIPOTESES
e A administracdo sisttmica de LPS na fase neonatal combinado ao estresse na
adolescéncia produz alteracBes comportamentais e neuroquimicas que podem ser
observados na idade adulta.

e Estas alteracOes ocorrem de forma distintas em machos e fémeas.

4. OBJETIVO GERAL/ OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.1. Objetivos Gerais

Determinar alteracfes comportamentais e neuroquimicas, na idade adulta em ratos, machos e
fémeas, desencadeadas pela administracdo sistémica de lipopolissacarideo na vida neonatal

(modelo de 1 desafio) combinado ao estresse na adolescéncia (modelo de dois desafios).

4.2. Objetivos Especificos

e Determinar em animais (machos e fémeas) tratados com LPS na fase neonatal,
submetidos ao estresse na adolescéncia e avaliados na idade adulta, as alteracdes
comportamentais avaliados pelos seguintes testes: campo aberto, nado forgado,
sacarose, interacdo social, inibicdo pré-pulso (IPP) e labirintoem Y.

e Avaliar em animais tratados com LPS na fase neonatal, submetidos ao estresse na
adolescéncia e avaliados na idade adulta, as seguintes alteracdes: determinacdo dos

niveis de BDNF e da mieloperoxidase.



23

5. METODOLOGIA

5.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar, machos e fémeas, com diferentes idades
provenientes do Biotério Central do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da
Universidade Federal do Ceara (UFC). Os animais foram mantidos em caixas de
prolipropileno com no maximo 3 animais (1 macho e 2 fémeas) para a procriacdo, a
temperatura média de 24 £ 2° C, umidade 60 + 5%, em ciclos de alternancia claro/escuro de
12 horas, recebendo racdo e agua a vontade. A prole foi utilizada para o estudo, mantidas em
caixas de prolipropileno com no méximo 6 animais, sob as mesmas condi¢cGes ambientais
informadas anteriormente.

O protocolo experimental foi encaminhado e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa Animal (CEPA) sob o numero 83/2015 e os experimentos foram realizados de

acordo com as normas internacionais de uso de animais em experimentag&o.

5.2 Tratamento e protocolo experimental

O dia do nascimento foi considerado como o dia pds-natal zero (PN 0). Nos dias
PN 5 e PN 7, os animais foram pesados e administrado LPS de E. coli ou salina
intraperitoneal na dose de 50 pg/kg (modelo de 1 desafio) (WALKER et al 2009).

No PN 21 os ratos foram desmamados e realizado a divisdo dos grupos: (1)
animais tratados com LPS neonatal e exposto ao estresse na adolescéncia (LPS + estresse), (2)
animais tratados com LPS neonatal e ndo exposto ao estresse na adolescéncia (LPS + sem
estresse), (3) animais tratados com salina e expostos ao estresse (Sal + estresse) e (4) animais
tratados com salina e ndo expostos ao estresse (Sal + sem estresse).

Os animais foram expostos ao estresse, modelo de dois desafios, entre 35 — 43
dias apds o nascimento (PNs 35 — 43) com o intervalo de 1 dia de acordo com a tabela 1. A
avaliacdo comportamental ocorreu no PN 60 (adaptado de GIOVANOLLI et al 2013).

Uma visdo geral do experimento pode ser observado na figura 5.

As areas cerebrais cortex pré-frontal (CPF), hipotdlamo (HT), hipocampo (HC) e
corpo estriado (CE) foram dissecados e armazenados a -80° C até a realizacdo dos ensaios

neuroguimicos.



Tabela 1: Protocolo do modelo de dois desafios aplicado aos animais

Modelo de dois desafios

1° desafio — Administragdo do desafio imune — LPS
periodo neonatal
(PN5e PN 7)
2° Desafio — Exposicéo a diferentes estressores:

Periodo pés-natal
- adolescéncia
(PNs 35-43)

PN 35 — choque elétrico: Habituacdo de 3 minutos, 3
choques nos pés de 1,0 mA cada com duracdo de 01

segundo. Intervalo de 1 minuto entre cada choque.

PN 37 — Estresse de contencdo: o animal foi mantido em
um tubo plastic (didmetro: 6cm, comprimento 14 cm) por 45
minutos.

PN 39 — Privacdo de agua: os animais foram privados de
agua por 16 horas (das 16:00 horas até as 08:00 horas do dia
seguinte). Os animais tiveram livre acesso a comida durante

o0 periodo de privacgdo de agua.

PN 41 — Inclinacdo de caixa por 6 horas. A caixa foi

inclinada em um angulo de aproximadamente 45 graus.

PN 43 — Estresse de contencdo: o animal foi mantido em
um tubo plastic (didmetro: 6cm, comprimento 14 cm) por 45

minutos.
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Figura 5: Visdo esquematica do desenho experimental
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5.3. Avaliacdes comportamentais

5.3.1 Campo Aberto

Com a finalidade de analisar os efeitos do tratamento com o LPS, associado ou
ndo ao estresse, sobre a atividade locomotora, os animais foram avaliados pelo teste do campo
aberto. A arena para o teste é feita de acrilico transparente (50 cm de didametro e 50 cm de
comprimento) com o chdo dividido em 4 quadrados iguais. A atividade exploratéria do animal
foi registrada durante cinco minutos, sendo acrescentado 1 minuto para a habituacédo
(ARCHER, 1973). Os parametros avaliados foram: nimero de cruzamentos, nimero de
groomings (comportamento estereotipado), o numero de rearings (atividade exploratoria
vertical) e o tempo gasto na area central do aparato. Os experimentos foram realizados em

uma sala com som atenuado e sob baixa intensidade de luz vermelha.

5.3.2 Nado Forgado

Os animais foram colocados individualmente em um cilindro acrilico transparente
(40 cm de altura e 18 cm de didmetro) contendo 16 cm de agua mantida a 22 — 24° C. Apds
um minuto de habituacdo, o tempo de imobilidade (em segundos) dos animais foi avaliado

durante cinco minutos, em um tempo total de seis minutos no interior do cilindro. A
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imobilidade foi definida como a auséncia de acdo, fuga orientada e comportamentos tais

como: natacdo, salto, cheiro ou mergulho (PORSOLT et al, 1978).

5.3.3 Teste de Preferéncia pela Sacarose

Para a avaliacdo da preferéncia pela sacarose, 72 horas antes do teste, 0s animais
foram treinados para se adaptarem a uma solucgéo de sacarose a 1%, no qual, foram oferecidos
aos animais duas garrafas contendo uma solucdo de sacarose a 1% em cada caixa. Vinte e
quatro horas depois, uma das garrafas contendo a solucéo de sacarose a 1% foi substituida por
uma de agua durante um periodo de 24 horas. Apos esta adaptacdo, os animais foram privados
de 4gua e comida por 24 horas (MAO et al 2014).

O teste ocorreu entre 09:00 e 10:00 da manhd. Os animais foram colocados
individualmente em caixas com livre acesso a duas garrafas contendo 100 ml de solucdo de
sacarose a 1% e 100 ml de agua. Ap6s uma hora, 0s volumes consumidos da solucdo de
sacarose e agua foram mensurados e a preferéncia (vista na férmula abaixo) foi calculado em
valores percentuais, pela razdo entre o consumo de sacarose e 0 consumo total de 4gua mais o

consumo de sacarose e multiplicando-o por 100.

Preferéncia Sacarose = Consumo de Sacarose x 100
Consumo de Sacarose + Consumo de Agua

5.3.4 Inibicdo pré-pulso
Inibicdo Pré-Pulso (IPP) é caracterizada pela reducdo de um reflexo de sobressalto a
um estimulo acustico intenso (pulso), quando imediatamente precedido por um estimulo de
menor intensidade (pré-pulso) (HOFFMAN; ISON, 1980; SWERDLOW et al., 2004). A
reacdo corporal dos animais a um estimulo acustico foi monitorada em uma camara de IPP
(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 ratos foram colocados em um contensor consistido de barras de ago inoxidavel de
3,0 mm de didmetro com espacamento de 0,8 centimetros de distancia. O contensor foi
mantido preso sobre uma balanga, chamada de plataforma de resposta, através de quatro
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
estdo localizados dentro de uma cadmara acustica ventilada (64 x 60 x 40 cm). Procedimentos



27

de calibracdo foram realizados antes dos experimentos para garantir sensibilidades
equivalentes das plataformas de resposta ao longo do periodo de teste.

A sessdo de testes comeca ao colocar um animal no contensor para a aclimatacéo,
que constitui em uma exposi¢do de 5 minutos ao ruido de fundo (65 dB). Ap0ds o periodo de
aclimatacdo os ratos foram apresentados a uma série de 10 estimulos de treino (pulso sozinho
- 120 dB, 40 ms de duracdo), com um ensaio de inter-intervalo de 20s. O objetivo desta fase é
permitir a habituacdo da resposta de sobressalto do animal. Posteriormente, a modulacéo IPP
de sobressalto foi testada no seguinte protocolo: 50 ensaios pseudorandomizados dividido em
trés categorias diferentes, apresentados com um intervalo inter-estimulos de 20 s: 10
apresentacdes de pulso sozinho (120 dB, 40 ms de duracdo), 10 apresentacbes de cada
intensidade de pré-pulso (70, 75 e 80 dB, frequéncia 3000 Hz, 20 ms de duracdo), +
intensidade de pulso (com intervalo de 80ms entre pré-pulso e pulso) e 10 apresentacdes de
auséncia de estimulo, nesse bloco o animal s6 receberda o estimulo de ruido de fundo
(adaptado de KINKEAD et al 2006).

A média da amplitude de resposta de sobressalto aos ensaios de pulso sozinho (P)
e pré-pulso + pulso (PP + P) foram calculadas para cada animal. O nivel de IPP em cada
animal foi definido como a porcentagem da reducdo da amplitude do sobressalto nos ensaios
de PP + P em comparacdo com a amplitude do sobressalto nos ensaios de P, de acordo com a
seguinte formula: % PPl = 100 - [100 x (PP + P / P)]. Usando esta formula, um valor de IPP
de 0% denota que ndo houve diferenca entre a amplitude da resposta de sobressalto do pulso

sozinho e do pré-pulso + pulso, conseqiientemente, ndo houve IPP (LEVIN et al 2011).

5.3.5 Interacdo social

Os animais foram avaliados quanto as interacGes sociais no adulto. Os animais
foram inseridos em uma aparato de acrilico (60 x 40 cm) dividido em trés compartimentos.
Em um dos compartimentos da lateral haver4 uma gaiola de ferro contendo um animal do
mesmo sexo e idade (cdmara social), na outra lateral havera uma gaiola de ferro sem animal
em seu interior (cAmara oposta) e no meio a caixa ficara livre. Os animais foram inseridos na
camara do meio e seus comportamentos registrados durante cinco minutos (RADYUSHKIN
et al., 2009). Foi avaliado: o tempo (em segundos) que o animal permanece explorando o
compartimento com animal e sem animal, assim como, o tempo gasto (em segundos)
cheirando a gaiola com e sem animal e o nimero total de entradas na cAmara com animal e

sem animal. Posteriormente, estes valores foram convertidos em percentual do tempo gasto na
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camara com animal, percentual do tempo cheirando a caixa com animal e o percentual de

entradas na cdmara animal.

5.3.6 Labirintoem Y

A memoria operacional ou de trabalho foi avaliada pela taxa de alternancias
espontaneas em um labirinto em Y. O labirinto consiste em trés bragos (40 x 5 x 16 cm)
posicionados em angulos iguais (SARTER; BODEWITZ; STEPHENS, 1988). Antes do teste,
o0s bracos sdo numerados, sendo o animal colocado em um deles e deixado para explorar o
ambiente por 8 minutos.

A sequéncia dos bragos os quais 0s animais entraram foi anotada e as informagdes
analisadas de forma a determinar o nimero de entradas no braco sem repeticdo. Uma
alternancia foi considerada correta se o animal visitou um novo brago e nao retornou ao braco
anteriormente visitado (exemplo de alternancia correta: bragos 1,2,3 ou 3,1,2). Assim, a
percentagem das alternéncias foi calculada como a razdo entre as alternancias corretas (n) e o

namero de visitas realizadas durante o periodo de observacéo (n-2), multiplicado por 100.

% Alternancias espontaneas = n x 100
n-2
O sucesso do teste é indicado pela alta taxa de alterndncia nos grupos controle,

indicando que os animais podem se lembrar em qual braco eles entraram por ultimo.
Uma visdo geral dos testes comportamentais pode ser visto na figura 6.

5.4 Avaliagdes neuroquimicas

Na idade adulta (PN 60) os animais, imediatamente ap6s as determinacgdes
comportamentais, foram sacrificados por decapitacdo em guilhotina e as areas cerebrais (CPF,
HT, HC e CE) foram retiradas e imediatamente acondicionadas em temperaturas a -80° C até

a realizacéo das analises neuroquimicas.



Figura 6: Visdo esquematica dos testes comportamentais

Teste Campo aberto

l

Teste Mado

Teste da Sacarose

v

1 Forcado

l

Presenca de sinzis tipo
ansiedade nas fémeas

Presenga de sintoma
depressivg (machos 2
fémeas!

l

Ausénciz da anedonia —
animais ndo depressivos

l

Descarte da depressao

sintomas positivos

sintomas negativos
[machaos]

/ nos animais
Avaliacdo de sintomas positivos,
negativos & Cognitivos pars
esquizofrenia e sintomas de autismo
Teste de Inibig3o Teste Interacdo Teste do
Pré-pulso Social Labirinto em Y
.. l l
Auséncia de Pressnga de Presenca de

alteracdo cognitiva
[machas e fémeas!

l

L |

[

Descarte para
esguizofrenia

Diagndstico do Transtorno do Espectro

5.4.1 Determinacdo do BDNF

O hipocampo foi pesado e homogeneizado em 20 volumes de tampdo PBS com
inibidores de protease (EMD Biosciences) e fosfatase (Sigma-Aldrich). O homogenato foi
centrifugado a 140009 por 30 minutos a 4° C e o sobrenadante foi utilizado para o ensaio do

BDNF. Os niveis de proteina foram mensurados por um kit comercial de imunoensaio de

Autista com manifestagdo de sintoma
depressivo no NF (machos e fémeas) e
ansioso no CA (fémeas)

ELISA (R&D Duoset-Humano) de acordo com as instrugdes do fabricante.

A placa NUNC de 96 pocos foi fixada com o anticorpo de captura e incubada

overnight a temperatura ambiente. Depois de 3 lavagens foi realizado o bloqueio com o
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diluente de reagente durante 1 hora a temperatura ambiente. Apds mais 3 lavagens, foram
inseridas as amostras (100pL em cada pogo) e incubadas por 2 horas a temperatura ambiente
e, em seguida, realizado 3 lavagens. Posteriormente, a Estreptavidina-HRP foi adicionada e
incubada por 20 minutos em temperatura ambiente. Apds a lavagem (3 vezes) foi adicionado
a solucdo substrato para revelacdo em cada pogo e a placa incubada por 20 minutos em
temperatura ambiente coberta com papel aluminio. Em seguida, foi adicionada a solugcdo de
parada em cada pogo. A leitura foi realizada utilizando uma leitora de Elisa a 450nm e o0s

resultados expressos em pg/ml.

5.4.2 Determinacdo da atividade da mieloperoxidase

As amostras foram mantidas em gelo durante todo o procedimento. Foram
utilizadas todas areas cerebrais neste teste (CPF, HT, HC e CE).

A determinacdo da atividade da MPO é realizada pela a¢do da enzima presente no
tecido na presenca do perdxido de hidrogénio, no qual o diidrocloreto de 6-dianisidina reage
com o radical oxigénio resultante da reacdo formando um composto colorido. Este composto
é medido ao longo do tempo por um espectrofotdmetro para determinar a atividade da MPO
no teste (BRADLEY, 1982).

Para 0 homogenato, foi adicionado uma solucdo (1 ml do tampdo para cada 50 mg
de tecido) consistindo de hexadeciltrimetilamonio (HTAB) em tampao fosfato 50mM, pH 6,0.
Os homogenatos foram centrifigados (14000 rpm, 2 min a 4° C). Um total de 30 ul do
sobrenadante da amostra foi adicionada em cada poco e, em seguida, 200 pl da solugédo
contendo 0,167 mg/ml de hidrocloreto de 6-dianisidina e 0,0005% de peréxido de hidrogénio.
A absorbancia foi mensurada em 0, 1 e 3 minutos usando um leitor de ELISA a 460 nm
(BRADLEY, 1982).

5.5 Analise Estatistica

Os resultados comportamentais e neuroquimicos foram analisados por two-way
ANOVA seguido pelo teste Turkey como teste post hoc para comparagdes multiplas. A
analise foi realizada através do software GraphPad Prism versdo 6.0 para Windows e 0s

valores significativos para a anélise dos dados foram considerados quando p < 0,05.



31

6. RESULTADOS

6.1 Identificacdo das alteracdes na locomocdo e no comportamento tipo ansiedade

Na avaliacdo da atividade locomotora na horizontal (nimero de cruzamentos) no
teste do campo aberto (parametro preditor da atividade locomotora espontanea) nédo foi
possivel observar diferenca significativa entre os grupos analisados. A analise two-way
ANOVA revelou o efeito significativo do parametro sexo (F (1,97) = 8,212, P = 0,0051), sem
um efeito significativo para o pardmetro desafios no inicio da vida ou a interacéo entre eles.
(Figura 7A).

Na atividade locomotora na vertical (groomings) foi possivel observar um efeito
significativo da interacdo entre os fatores analisados nesse estudo: desafios no inicio da vida
versus sexo (F (3, 102) = 3,668; P = 0,0148), sem um efeito significativo desses fatores
isoladamente. Além disso, embora tenha sido possivel notar uma reducdo gradativa desse
parametro nos grupos LPS + sem estresse, Sal + estresse, LPS + estresse quando comparados
ao grupo tratado com salina sem estresse, nos animais machos, esse resultado ndo foi
estatisticamente significativo (Figura 7B).

Em relacdo ao nimero de levantamentos (rearings) a analise estatistica revelou
um efeito significativo para a interacéo entre os fatores desafios no inicio da vida versus sexo
(F (3, 100) = 5,922; P = 0,0009) mas ndo para cada um desses fatores isoladamente. Pelo teste
Turkey, foi possivel verificar, nos animais machos, um aumento significativo do nimero de
levantamentos no grupo LPS + estresse quando comparados ao grupo Sal + sem estresse
(P<0,05) (Figura 7C).

Na avaliacdo do tempo gasto na area central, pela analise two-way ANOVA,
evidenciou-se um efeito significativo dos parametros desafios no inicio da vida (F (3, 109) =
10,68; P < 0,0001) e sexo (F (1, 109) = 14,15; P = 0,0003) isoladamente e da interacéo entre
eles (F (3,109) = 6,817; P = 0,0003). O teste post-hoc revelou uma reducao significativa do
tempo gasto no centro do aparato no grupo Sal + estresse das fémeas em comparacdo aos
grupos Sal + sem estresse (p<0,01). Além disso, nas fémeas, o grupo LPS + estresse também
apresentou uma reducdo nesse parametro em relacdo aos grupos Sal + sem estresse
(p<0,0001) (Figura 7D).
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Figura 7: Numero de cruzamentos (A), groomings (B), rearings (C) e tempo gasto na area

central (D) dos animais submetidos ao modelo de dois desafios.
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Gréfico representando a média + erro padrdo da média (SEM), n de 10 animais por grupo.
*p<0,05, **p<0,01 e ****p<0,0001 quando comparado ao grupo controle de acordo com two
way ANOVA seguido pelo teste post hoc de Turkey. —E = sem estresse; +E = com estresse.
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6.2 A administracdo do LPS combinado ao estresse na adolescéncia (modelo de 2 desafios)
apresentou efeitos tipo depressivo no nado for¢cado mas ndo apresentou anedonia no teste da

Sacarose

Em relacdo ao nado forgado, houve um aumento no tempo de imobilidade em
todos os grupos quando comparado ao grupo controle tanto nos machos quanto nas fémeas. A
analise two-way ANOVA revelou um efeito significativo da interacdo entre os fatores
analisados, desafios no inicio da vida versus sexo (F (3, 85) = 1,134; P = 0,3401), e com
efeito significativo entre os fatores analisados isoladamente, sexo (F (1,85) = 5,944; P =
0,0169) e desafios no inicio da vida (F (3,85) = 21,97; P < 0,0001). Pelo teste Turkey, nos
animais machos, observa-se um aumento na imobilidade no grupo LPS + sem estresse, no
grupo Sal + estresse, e esta imobilidade foi potencializada na presenca dos dois desafios, LPS
+ estresse (p<0,0001). As fémeas também apresentaram este aumento na imobilidade nos
grupos LPS + sem estresse, Sal + estresse, mas o efeito ndo foi potencializado no grupo LPS
+ estresse (p<0,001) (Figura 8A).

N&do foi observado a presenca da anedonia em ambos 0s grupos (machos e
fémeas) pelo teste da sacarose, pois nao houve significancia entre os fatores analisados,
desafios no inicio da vida versus sexo, assim como, sem efeito significativo desses fatores
isoladamente (Figura 8B).

Dessa forma, pela dificuldade de identificar a depressdo somente pela imobilidade
do nado forcado e a auséncia da anedonia na sacarose, foi realizado os teste de IPP, labirinto
em Y e interacdo social com a finalidade de verificar possiveis alteracdes positivas, cognitivas

e negativas, respectivamente, presentes na esquizofrenia.
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Figura 8: Tempo de imobilidade no teste do nado forgado (A) e teste da sacarose (B) dos
animais submetidos ao modelo de dois desafios.
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Gréfico representando a média + erro padrdo da média (SEM), n de 10 animais por grupo.
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001 quando comparado ao grupo controle de
acordo com two way ANOVA seguido pelo teste post hoc de Turkey. —E = sem estresse; +E
= com estresse.

6.3 Sintomas positivos, negativos e comprometimento cognitivo em animais submetido ao
modelo de dois desafios

Andlise do IPP pelo teste de Turkey post hoc mostrou uma diminuicdo
significante nos niveis de reflexo de sobressalto no grupo dos machos LPS + sem estresse
utilizando a intensidade de pré-pulso de 70 (p < 0,05) em relacdo ao grupo controle (Figura
7). No entanto, ndo foi observado alteracdes significativas nos demais grupos dos machos
assim como nas fémeas (Figura 9A e 9B).



35

Figura 9: Porcentagem de inibigdo pré-pulso (IPP) dos machos (A) e fémeas (B) submetidos

ao modelo de dois desafios.
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Gréfico representando a média + erro padrdo da média (SEM), n de 6-10 animais por grupo.
*p<0,05 quando comparado ao grupo controle de acordo com two way ANOVA seguido pelo

teste post hoc de Turkey. —E = sem estresse; +E = com estresse.

No teste de interacdo social, utilizado para avaliar os sintomas negativos na
esquizofrenia, a analise ANOVA evidenciou um efeito significativo no parametro desafios no
inicio da vida em relacdo a porcentagem do tempo gasto na camara com o animal (F (3, 83) =
10,81; P = 0,0001), assim como, na porcentagem de entradas na cadmara animal (F (3, 78) =
6,156; P = 0,0008) e no tempo gasto interagindo/cheirando a caixa com o animal (F (3, 79) =
9,353; P < 0,0001), no entanto, sem efeito significativo para o parametro sexo ou a interacao
entre eles. O teste post-hoc revelou uma reducdo significativa no grupo LPS + estresse
comparado ao controle, nos animais machos, em relagdo a porcentagem do tempo gasto na
camara com o animal (p<0,0001) (Figura 10A), na porcentagem de entradas na camara animal
(p<0,05) (Figura 10B) e no tempo gasto interagindo/cheirando a caixa com o animal
(p<0,001) (Figura 10C).



36

Figura 10: Porcentagem do tempo gasto na cdmara animal (A), de entradas da camara animal
(B) e do tempo cheirando a caixa com animal (C) no teste da interacdo social dos animais

submetidos ao modelo de dois desafios.
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Gréfico representando a média + erro padrdo da média (SEM), n de 10 animais por grupo.
*p<0,05, ***p<0,001 e ****p<0,0001 quando comparado ao grupo controle de acordo com
two way ANOVA seguido pelo teste post hoc de Turkey. —E = sem estresse; +E = com

estresse.

O comprometimento cognitivo foi avaliado pela memoria de trabalho atraves da
taxa de alternéncias espontaneas no labirinto em Y. A analise two way ANOVA revelou
efeitos significativos para o parametro desafios no inicio da vida (F (3, 66) = 13,77; P <
0,0001) mas sem efeito significativo para o parametro sexo ou a interacdo entre eles. O grupo
dos animais machos, no teste Turkey, LPS + estresse apresentou uma significante diminuicao
do percentual de alterndncias corretas (***p<0,001) assim como as fémeas LPS + estresse

(p<0,05) quando comparados ao grupo tratado com salina (Figura 11).
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Figura 11: Porcentagem das alternéncias corretas no teste do labirinto em Y dos animais

submetidos ao modelo de dois desafios.
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Gréfico representando a media + erro padrdo da media (SEM), n de 10 animais
por grupo. *p<0,05 e ***p<0,001 quando comparado ao grupo controle de acordo com two

way ANOVA seguido pelo teste post hoc de Turkey. —E = sem estresse; +E = com estresse.

6.4 Alteracdes neurogquimicas — MPO e BDNF

N&o foi observado alteracdes significativas quanto a atividade da enzima
mieloperoxidase nas areas cerebrais (CPF, HT, HC e CE) tanto nos machos quanto nas

fémeas (Figura 12 - A, B, Ce D).
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Figura 12: Atividade da mieloperoxidase (MPO) dos animais submetidos ao modelo de dois

desafios.
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Grafico representando a média * erro padrdo da media (SEM), n de 10 animais por grupo. —E

= sem estresse; +E = com estresse.

A anélise two way ANOVA revelou efeitos significativos na interacdo entre 0s
fatores analisados sexo versus desafios no inicio da vida (F (3, 52) = 5,872; P = 0,0016), e um
efeito significativo desses fatores quando analisados isoladamente, sexo (F (1, 52) = 2,962; P
= 0,0912) e desafios no inicio da vida (F (3,52) = 25,23; P < 0,0001). Pelo teste post hoc de
Turkey, observa-se que os niveis de BDNF foi aumentado significativamente, nos animais
machos, 0s grupos LPS + sem estresse (p<0,0001), Sal + estresse (p<0,05) e LPS + estresse
(p<0,0001) quando comparado ao grupo controle. O grupo das fémeas também observou-se
um aumento significativo nos grupos Sal + estresse (p<0,05) e no grupo LPS + estresse

(p<0,01) (Figura 13).
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Figura 13: Niveis do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) do hipocampo dos

animais submetidos ao modelo de dois desafios.
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Grafico representando a media + erro padrdo da média (SEM), n de 8-10 animais por grupo.

*p<0,05, **p<0,01 e ****p<0,0001 quando comparado ao grupo controle de acordo com two

way ANOVA seguido pelo teste post hoc de Turkey. —E = sem estresse; +E = com estresse.
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7. DISCUSSAO

A0 nosso conhecimento, ndo existem evidéncias experimentais acerca do desafio
neonatal (LPS) juntamente com o estresse na adolescéncia, o que reforga a relevancia desse
estudo para compreender o papel das altera¢cbes comportamentais e neuroimunes na trajetoria
desenvolvimental dos transtornos psiquiatricos e o efeito do sexo. No nosso trabalho, os
resultados indicam que o tratamento com LPS intraperitoneal nos animais PN5 e PN7,
juntamente com o estresse na adolescéncia induz alteragbes comportamentais nos animais
adultos (PN60) com comportamento do Transtorno do Espectro Autista. Os animais néo
apresentaram depressdo pelo teste da sacarose (auséncia de anedonia) e ndo apresentaram
sintomas positivos caracteristicos da esquizofrenia no teste de inibicdo pré-pulso. No entanto,
0s animais apresentaram alteragcdes no teste de interacdo social e no teste de labirinto em Y. O
Transtorno do Espectro Autista foi acompanhado pela presenca de sintomas tipo depressédo no
nado forcado (machos e fémeas) e sintomas tipo ansiedade (fémeas).

O teste do campo aberto (CA) permite verificar a exploracdo do animal frente a
um novo ambiente, possibilitando avaliar a atividade locomotora em geral e 0 comportamento
relacionado com a ansiedade em roedores, no qual o animal tende a evitar os espagos abertos,
permanecendo perifericamente ao aparato ou contra a parede, diminuindo assim o nimero de
visitas ao centro (BAILEY e GROWLEY, 2009). As alteracbes comportamentais quanto a
locomogéo no CA tem sido controversos na literatura. E possivel observar a diminuicéo desta
atividade no trabalho de Bernardi e colaboradores (2014) em animais tratados com LPS no
PN2 e PN60 nas fémeas mas ndo nos machos, assim como, Walker e colaboradores (2009)
também observou esta diminuicdo, no entanto, nos machos mas nao nas fémeas, em animais
tratados com LPS no PN3 e PN5 e submetidos ao estresse na vida adulta (PN85).

Um resultado consistente neste trabalho é que o efeito do LPS neonatal
combinado com a exposi¢do ao estresse puberal culminou com um significativo aumento no
comportamento tipo ansiedade nas fémeas mas nao nos machos, como pode ser observado na
diminuicdo do tempo na area central no teste do CA (Figura 5D). O grupo Salina + Estresse
das fémeas ja teve uma reducdo significativa no nimero de visitas ao centro, e sendo
potencializado com o desafio do LPS neonatal (grupo fémeas LPS + estresse). O aumento da
ansiedade pelo labirinto em cruz elevado, em machos e fémeas, sem alteragdes na atividade

locomotora, j& foi demonstrado em estudos anteriores através da ativagdo imune pré-natal
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pelo LPS (OSKVIG, 2012; FORTIER, 2004). A auséncia nos sinais de ansiedade em machos
adultos (PN101) tratados com LPS no PN3 e PN5 também j& foi demonstrado em um outro
estudo (TISHKINA et al, 2016). Bourke e Neigh (2011) descreveram que 0 estresse na
adolescéncia (PN 37- 49) aumenta o comportamento tipo depressivo e ansioso nas fémeas
pelo teste do nado forcado (NF), sacarose e pelo labirinto em cruz elevado, enquanto que nos
machos ndo houve alteragdes significativas no comportamento tanto na adolescéncia quanto
nos animais adultos, sugerindo que as fémeas sdo mais sensiveis ao estresse. Ao contrario dos
nossos resultados, Walker e colaboradores (2009) demonstrou que os machos tratados com
LPS neonatal (PN3 e PN5) e submetidos ao estresse na vida adulta (PN85) apresentou um
comportamento tipo ansiedade e as fémeas ndo, tendo como justificativa o possivel papel
protetor do estradiol nas fémeas. No entanto, vale ressaltar que no momento da administracéo
do LPS neonatal, ndo ha diferencas entre os horménios sexuais existentes entre 0s animais
neonatos machos e fémeas (WALKER et al, 2009).

Diante do exposto, é importante ressaltar que estes diferentes resultados
encontrados na literatura podem estar relacionados ao diferente periodo neonatal em que estes
animais foram expostos ao desafio imune, no qual o PN1-3 esta relacionado ao
desenvolvimento do sistema imune, o estabelecimento da barreira hematoencefélica e as
alteracOes do estado de maturacdo dos oligodendrocitos, enquanto o PN7-10 esté relacionado
ao pico do crescimento cerebral, da gliogénese, 0 aumento da densidadre dendritica e axonal e
a consolidacdo do sistema imune (SEMPLE et al, 2014).

Tanto os machos quanto as fémeas demonstraram um aumento no tempo de
imobilidade no teste do nado forcado exibindo portanto um sintoma tipo depressivo. O teste
do NF é considerado um teste valido para avaliar sintomas depressivos onde é baseado na
observacao na movimentacdo e consequentemente na tentativa de fuga do cilindro com agua e
em seguida a imobilidade como um estado de desespero induzida por uma situacdo inevitavel
(PORSOLT, 1978). Nos nossos resultados, a imobilidade nos machos foi potencializada no
grupo LPS + estresse, enquanto este efeito ndo foi observado nas fémeas, onde tanto o LPS e
0 estresse isolados foram similares ao grupo LPS + estresse. Bernardi e colaboradores (2014),
demonstraram uma diminuicdo significativa na mobilidade no teste do NF nos machos mas
ndo nas fémeas em animais tratados com LPS no PN 2 e PN 60 e Dinel e colaboradores
(2014) tambem observaram este efeito nos machos adultos (PN 90), no entanto, tratados com
LPS no PN 14. Estudos prévios demonstraram um efeito depressivo durante a idade adulta,

através do teste do NF, em animais machos expostos ao LPS em diferentes fases neonatal
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(PN3 e PN5) (TISHKINA et al, 2016). Mas estes resultados foram obtidos em eventos
inflamatorios neonatais diversos e na auséncia do estresse na adolescéncia, no qual pode
ocorrer discrepancias desde que o periodo de exposi¢do neonatal ao LPS e da insercdo do
segundo desafio que pode impactar no comportamento no animal adulto.

Com o intuito de comprovar o comportamento depressivo nos animais com base
no aumento da imobilidade no teste do NF, foi realizado o teste da sacarose com a intencdo de
demonstrar a anedonia nestes animais. O teste da sacarose ndao demonstrou significancia entre
0s grupos, descartando assim, a anedonia que esta presente em animais depressivos. Com
isso, foram realizados outros testes para avaliar sintomas positivos, negativos e cognitivos na
esquizofrenia e os sintomas tipo autismo.

A esquizofrenia foi descartada devido a auséncia da psicose (sintoma positivo)
pelo teste de inibicdo pré-pulso, ficando entdo evidente a presenca do Transtorno do Espectro
Autista pela alteracdo no teste de interacdo social e do teste do labirintoem Y.

O autismo é um distarbio neuroldgico complexo que afeta individuos através do
rompimento do desenvolvimento da interacdo social e da comunicacdo, juntamente com
interesses restritos e comportamentais estereotipado restrito (KIM et al, 2016; GUPTA et al,
2014; ONORE et at, 2012). A doenca muitas vezes é acompanhado também por ansiedade e
depressdo (STRANG, 2012), sintomas ja descritos nos nossos resultados através da
diminuicdo do tempo na area central pelas fémeas e da diminui¢do da imobilidade pelo nado
forcado dos machos e das fémeas.

As alteragbes cognitivas foram observadas neste trabalho, tanto nos machos
quanto nas fémeas. Estas alteraces estdo condizentes com o aumento dos niveis de BDNF no
hipocampo, uma regido com o papel chave no aprendizado, na memoria e nos
comportamentos afetivos (NINAN, 2014). O aumento dos niveis do BDNF também esta
demonstrado no presente trabalho. O BDNF estd associado a funcdo de plasticidade e
transmissao sinaptica no hipocampo promovendo a sobrevivéncia e efeitos tréficos (NINAN,
2014; VILLANUEVA, 2013).

O aumento do BDNF sugere efeitos benéficos nas doencgas neurodegenerativas em
estudos pré-clinicos (XIE et al, 2010; SIMMONS et al, 2009; NAGAHARA et al, 2009), no
entanto, diversos estudos demonstram que a sinalizacdo alterada do BDNF no cortex e no
hipocampo tem um importante impacto nas funcGes cognitivas (PATTWELL et al, 2012;
SOLIMAN et al, 2010; NINAN et al, 2010; YU et al, 2009; CHEN et al 2006). O pr6-BDNF,

precursor do BDNF maduro, apresenta fungdes opostas e distintas do BDNF, reduzindo a
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diferenciacdo neuronal e as espinhas dendriticas e induz a apoptose, enquanto o BDNF
maduro tem sido associado a formacdo da espinha dendritica e da sobrevivéncia neuronal.
Portanto, alteracdes na secre¢cdo do BDNF maduro tem sido associado a alteracBes na
memoria (EGAN et al, 2003; HARIRI et al, 2003). O presente estudo ndo avaliou a presenca
do pr6-BDNF ou do BDNF maduro, no entanto, é possivel que a presenca do pr6-BDNF seja
o responsavel pelas alteracbes cognitivas no teste do labirinto em Y.

A microglia apresenta uma importante funcdo durante o desenvolvimento do SNC
no qual inclui a atividade fagocitica durante o desenvolvimento das sinapses e neuronios,
influencia na liberagdo de citocinas, neurotrofinas e fatores de crescimento, dentre outras
fungdes (BROCHE, 2013). Ela ainda pode adotar diferentes fendtipos ativados em resposta a
uma injuria no cérebro. Dois principais fenotipos ativados tem sido descritos: fen6tipo M1
que possui atividade pro-inflamatdria e neurotdxica através da liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a, IL-1P, IL-6 e 1L-12) e pela producdo de espécies reativas de oxigénio,
estando presente nesta situacdo a MPO devido a sua potencializagdo das espécies reativas de
oxigénio; e fenotipo M2 que apresenta uma atividade anti-inflamatéria e neuroprotetora
através da liberacdo de citocinas IL-4 e IL-13 (TAKANO, 2015; VARNUM e IKEZU, 2012;
LEFKOWITZ, 2008).

Apesar do fendtipo M2 estar aparentemente relacionado a efeitos benéficos no
cérebro, Gupta e colaboradores (2014) relatam a possibilidade de que o estagio M2-ativado
estd correlacionado negativamente em cérebros autistas, no qual implica em uma resposta
microglial desregulada e exagerada em tecidos cerebrais autistas.

Além disso, o fenotipo M2 também secreta BDNF (CUNNINGHAM et al, 2013;
MIRON et al, 2013; COULL et al, 2005) corroborando com o aumento de BDNF ja relatado
neste trabalho e com o comprometimento cognitivo. Dessa forma, a auséncia da atividade da
MPO microglial pode estar relacionado devido a presenca do fendtipo M2 e ndo do fenotipo
M1, no entanto, assim como o BDNF, ndo foi avaliado qual fenétipo ativado estava presente

nos animais expostos ao modelo de dois desafios.
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8. CONCLUSAO

e A exposicdo neonatal ao LPS associado ao estresse na adolescéncia gerou importantes
alteracdes no desenvolvimento de importantes sistemas, dando origem a alteragdes

comportamentais e neurogquimicas duradouras;

e Sintomas tipo depressdo nos machos (presentes no teste do nado forcado), sintomas
tipo ansiedade nas fémeas (presentes no teste do campo aberto) e alteracbes cognitivas
nos machos e fémeas foram observadas nos animais adultos apds a exposi¢do neonatal

ao LPS caracteristicas do Transtorno do Espectro Autista;

e [oram observadas alteracdes, tanto nos machos quanto nas fémeas, na memdria de
trabalho e acredita-se que seja pelo aumento do pr6-BDNF (ndo avaliado neste
trabalho);

e N&o foi observado a atividade da MPO possivelmente pela presenca do fendtipo
ativado M2 microglial;
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