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RESUMO

Introducdo: A ativacdo imune materna (AIM) pode ser uma via compartilhada,
conferindo riscos ao desenvolvimento de transtornos psiquiatricos como a
Esquizofrenia. Doengas que envolvem o sistema nervoso central (SNC) apresentam
quadro neuroinflamatorio, com o envolvimento de citocinas pro-inflamatérias como a
interleucina 1B (IL- 1B) a qual se torna madura através da ativacdo do complexo
molecular do inflamassoma NLRP3, sendo ativado pelo lipopolisacarideos (LPS).
Objetivo: Avaliar o envolvimento do inflamassoma NLRP3 no comportamento
relacionado a esquizofrenia em animais jovens expostos a ativagdo imune materna.
Métodos: Os animais foram acasalados durante 24 horas. No 15° dia gestacional, as
fémeas receberam uma injecao i.p de LPS para inducdo do modelo de AIM. Quando
0s animais completaram 7, 14 e 45 dias pos-natais, foram submetidos a MIA e
dissecado o cérebro total para analise bioquimica da expressdo do complexo do
inflamassoma NLRP3 e niveis de IL-13, através do uso de Western Blot e ELISA,
respectivamente. Os animais com 45 dias foram submetidos aos testes
comportamentais de atividade locomotora, interacdo social e movimentos
estereotipados. Resultados: Os animais apresentaram comportamento do tipo
esquizofrénico aos 45 dias de vida nas variaveis de atividade locomotora, interacéo
social e aumento do niumero de movimentos estereotipados. Na analise bioquimica,
0os resultados mostram a expressdo aumentada da ativacdo do complexo do
inflamassoma e do niveis de IL-13 nos dias 7, 14 e 45 de vida. Conclusao: Os dados
observados neste estudo mostram que a ativacdo imune materna pode estar
associada a um comportamento relacionado relacionado a esquizofrenia com
parametros inflamatérios e locomotores alterados. Estas evidencias podem basear

futuros estudos sobre a relacdo entre neuroinflamacéo e transtornos psiquiatricos.

Descritores: Ativacdo Imune Materna, Inflamassoma NLRP3, Esquizofrenia,

Desordens Psiquiatricas



ABSTRACT
Introduction: In the course of brain development, all changes, such as maternal or
insecticidal or inflammatory exposure, may compromise the development of fetal
brain function. Maternal immune activation (MAI) may be a shared pathway,
endangering the development of psychiatric disorders such as schizophrenia,
where it is a psychiatric disorder related to neurodevelopment. Diseases involving
the central nervous system (CNS) neuroinflammatory framework, with the
involvement of proinflammatory cytokines such as interleukin 18 (IL-1B), which
becomes mature through the activation of the molecular complex of the NLRP3
inflammation, being activated by lipopolysaccharides ( LPS) Objective: To evaluate
the involvement of NLRP3 non-schizophrenia-related inflamma- toma in young
animals exposed to maternal immune activation. Methods: The animals were
mated for 24 hours, and after, were evaluated or not of a vaginal. On the 15th
gestational day, as the probes received an injection of LPS for the experimental
group and PBS for the control of the induction of the AIM model. The day of birth of
the animals was defined as PO, when they completed 7 and 14 days postnatal,
were submitted to MIA and dissected the brain for biochemical analysis of the
expression of the inflammatory complex NLRP3 and levels of IL-13, as well as the
Os animals that completed 45 days and were submitted to behavioral tests of
locomotion, social interaction and stereotyped and later biochemical analysis of the
same parameters, through the use of Western Blot and ELISA, respectively.
Results: Young animals, from the prenatal exposure to the LPS, the schizophrenic
type behavior at 45 days of age in the locomotion variables, with the increase in
the number of crosses, social interaction through the increase in latency, number
and the total contact time and the increase in the number of stereotyped
movements. In the biochemical analysis, the results of the tests were increased in
the activation of the inflammation complex on days 7, 14 and 45 of life, as well as
levels of IL-1B were also raised in the day, remaining high in 14 and 45.
Conclusion: The data observed in this study show that the activation is related to
the communication of a squamophrenic with communication characteristics and
altered locomotives. These evidences may be based on studies between

neuroinflammation and psychiatric disorders.

Descriptors: Maternal Immune Activation, Inflamasome NLRP3, Schizophrenia
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento do encéfalo é definido como um processo elaborado que
ocorre durante o periodo pré-natal. Apés o 42° dia embrionario, inicia-se a
diferenciacio e a migracdo dos neurdnios para diferentes areas cerebrais. E neste

p . . ~ .1
periodo que se formam as primeiras conexdes neuronais. No decorrer do
desenvolvimento encefélico, quaisquer alteragcbes, como a exposicdo materna a

insultos infecciosos ou inflamatérios, podem comprometer o desenvolvimento da

. . 2 . : _
fungéo do encéfalo fetal . Estes insultos, durante o desenvolvimento, podem contribuir

para mudancas em longo prazo nas funcdes cerebrais e comportamentais que podem

persistir até a idade adulta’. Estd bem descrito na literatura que o risco do

desenvolvimento de alteracbes neuropsiquiatricas pode aumentar se houver

C e a s ~ , . . . 34

exposicao a infeccao pré-natal, seja esta viral ou bacteriana " .
Estudos epidemiologicos sugerem que a resposta da ativacdo imune
materna (AIM) pode ser uma via compartilhada, conferindo assim, riscos ao

desenvolvimento de transtornos psiquiatricos como os Transtornos do espectro

autista (TEA) e a Esquizofrenia5. De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), em 2012, transtornos psiquiatricos como o0s Transtornos do

neurodesenvolvimento e os Transtornos do humor serdo, em torno do ano de 2030,

0s principais comprometedores da produtividade profissional e social da populac;éoG.
A Esquizofrenia se caracteriza por ser um transtorno psiquiatrico relacionado ao
neurodesenvolvimento que afeta 1% populacdo mundial, sendo que pacientes com o

diagndstico vivem em média de 12 a 15 anos a menos em relacdo ao tempo médio

. 6 ., . . . A _:
de vida . O inicio da sintomatologia ocorre, geralmente, no final da adolescéncia e
inicio da idade adulta, acarretando em déficits nos dominios da cognicdo como a

velocidade de processamento, atencdo, memoria de trabalho, aprendizagem verbal

. . ;. ~ 7,8
e visual, raciocinio e resolucdo de problemas .
Algumas hipoteses estéo relacionadas a etiologia da Esquizofrenia, como o

desequilibrio no sistema de neurotransmissores, principalmente nos sistemas

. 9 L, . 10,11 ;. 12,13 ~
dopaminérgico, glutamatérgico e GABAérgico ", provocando alteracdes em

suas interacdes. As teorias adicionais sobre a patogénese da Esquizofrenia incluem,

. . ~ 14,15 . .
também, a neuroinflamacéo . Somando a isto, estudos mostram que pacientes com



10
este diagndéstico apresentam desequilibrio na resposta imune associado a alteracdes

L. . . 7,16 , - -
dos niveis de citocinas = . Alguns achados clinicos relataram niveis elevados de

marcadores inflamatérios no sangue e no liquido cefalorraquidiano de pacientes em

varios estagios do transtorno .

A inflamacdo durante a gestacdo estd associada ao aumento do risco de
desenvolver psicopatologias na prole®® A associacéo entre inflamacgéo e transtornos
psiquiatricos foi inicialmente demonstrada através de estudos epidemioldgicos onde
0S surtos de gripe precederam um aumento nos transtornos do espectro da
Esquizofrenia, onde os danos atingiram a vida adulta dos descendentes de
gestantes que sofreram com o surto’?. Inflamacgdo na gravidez, desde entdo, tem
sido associada a patologias adicionais na prole, incluindo Transtorno de humor
bipolar e os Transtornos do espectro autismo (TEA)%:35

Neste sentido, a patogénese de algumas doencas que envolvem o sistema

nervoso central (SNC) apresentam um quadro neuroinflamatorio, em que ha o

envolvimento de citocinas pré-inflamatériasls. Entre estas estdo a interleucina 13
(IL- 1B) e a interleucina18 (IL-18), as quais sdo sintetizadas como proteinas

precursoras e dependem de um posterior processamento, executado pela enzima

caspase-1, para tornarem-se maduras e exercerem suas funcdes18. O processo de

clivagem da caspase-l1 se da através de algumas moléculas, dentre elas o
pyrindomain- containing3 (NLRP-3)19. O NLRP-3 leva a formacdo de um

inflamassoma, uma plataforma molecular composta pela caspase-1 ativada?0.

O inflamassoma de NLRP3 esta associado a doencas metabdlicas e

inflamatorias crénicas como a doenca de Alzheimer, Diabetes tipo 1l e Obesidade29.
Acredita-se que o NLRP3 responde a alteracbes no citoplasma da célula do

hospedeiro, que podem ser causadas por padrbes moleculares associados a

z

patdégenos (PAMPsS) ou por agentes estressantes como toxinas bacterianas?0. E
bem estabelecido que o inflamassoma de NLRP3 responde a alteracbes nas
membranas de células da imunidade inata e, sendo assim, essa caracteristica leva

ao conceito que NLRP3 € um sensor de dano, podendo assim ser ativado por padrdes

moleculares associados a danos (DAMPs)ZO. A ativacdo do inflamassoma de

NLRP3 e a ativacdo da caspase-1 requer o efluxo de K+, catepsinaslisossomais e
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espécies reativas ao oxigénio (ERO)ZO’Zl.

Sao necessarios trés sinais para a ativacao do inflammasoma NLRP3 completo

em resposta a bactérias gram-negativaszz. Em primeiro lugar, um ativador
bacteriano do receptor Toll-like (TLR) leva a se¢éo celular e a regulacéo positiva da

NLRP3 e da expressao de IL-1[323124. O segundo ponto de verificacdo de ativagéo
pode ser dividido em duas partes em resposta a bactérias. Um ponto de controle é

gue consiste na ativacdo do NLRP3, a partir do contato com o RNAm de bactérias

vivas (também conhecido como vita—PAMPs)4; 0 outro ponto de verificacao é que a
ativacdo do TLR4 é desencadeada pelo lipopolisacarideos (LPS), mediando a
secrecdo de interferon (IFN) de tipo I, induzindo a expressédo e ativacao da pro
caspase-1 por desencadeamento do receptor IFN-a/f (IFNAR). Neste contexto,
sabe-se que a exposicao pré-natal a infeccdo materna representa um fator de risco

para o desenvolvimento de alguns transtornos psiquiatricos, sobretudo aqueles

relacionados ao neurodesenvolvimento, como o TEA e a Esquizofrenia25. Embora
essas associacdes fornecam evidéncias de que a infeccéo pré-natal pode contribuir
para o desencadeamento destes transtornos, ainda ndo ha nexo de causalidade
envolvendo a fisiopatologia.

A Esquizofrenia pode afetar drasticamente a qualidade de vida dos
individuos diagnosticados. Embora sua etiologia seja multifatorial e possa envolver
tanto fatores intrinsecos como extrinsecos, sugere-se que a probabilidade de
desenvolver uma dessas condi¢cdes seja aumentada por rupturas no ambiente in
utero®. Em particular, a inflamacdo materna durante a gravidez é colocada para
desempenhar um papel forte na sua patogénese?.

A pesquisa clinica sugere modelos animais como um ponto de partida
necessario, diante de um entendimento mais profundo da fisiopatologia, provendo
ferramentas para o sucesso na descoberta de drogas, visando um tratamento direto
e eficaz para esta condicdo, visando estudar a ligacdo entre discrepancias
comportamentais e alteracdes celulares, moleculares e morfologicas no cérebro de
proles ap6s a exposicado pré-natal a agentes imunomoduladores como o LPS, e
mimetizar infeccées virais ou bacterianas’® 921,

Desta forma, o presente estudo levanta a questdo e procurar elucidar, qual o

envolvimento do inflamassoma NLRP3 no comportamento relacionado a esquizofrenia
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em animais jovens expostos a endotoxemia no periodo gestacional? Hipotetizou-se
que a AIM pode resultar em alteracbes no perfil inflamatério ao longo do
desenvolvimento encefalico e exacerbar o comportamento relacionado a

Esquizofrenia no periodo juvenil da prole.

1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Ativag&o imune materna

O sistema imune é formado por células e moléculas que protegem o
organismo contra doencas. Alguns patégenos e seus produtos sdo capazes de ativar
este sistema, iniciando assim uma resposta imune?®. Especificamente, a AIM, por
diferentes agentes patogénicos, apresenta implicacdes na interacédo entre o sistema
imunoldgico da progenitora, se estendendo ao embriéo, feto e neonato.

A inflamacdo durante a gravidez estd associada ao aumento do risco de
varias psicopatologias na prole®®. A associacdo entre inflamacdo e transtorno
psiquiatrico foi inicialmente demonstrada através de estudos epidemioldgicos onde
0s surtos de gripe na progenitora precederam um aumento nos transtornos do
espectro da esquizofrenia na prole’?. Inflamacdo no periodo gestacional, desde
entdo, tem sido associada a patologias adicionais na prole, incluindo Transtorno de
humor bipolar e Transtornos do espectro autista3® 39,

A ativacdo imune materna pode ser estritamente definida como niveis
medidos de marcadores inflamatérios excedendo seu nivel normal, onde, infec¢des,
estresse psicossocial, psicopatologias maternas e alto indice de massa corporal sao
condi¢cBes comuns associadas a estados inflamatorios durante a gestacao que, por
sua vez, tém sido associados a alteragcdes no neurodesenvolvimento, levando a
transtornos mentais?.

A exposicao materna a estimulos imune-inflamatérios aumenta a producao de
citocinas pré-inflamatoérias como IL-1p3, IL-6 e fator de necrose tumoral tipo a (TNF-a)
por células do sistema imune. Estas citocinas atravessam a barreira placentaria e
hematoencefalica modulando o sistema nervoso do feto. Por outro lado, a ativacéo
imune pode ocorrer devido ao reconhecimento de patdgenos pelas células
trofoblasticas (células que envolvem o embrido) que irdo liberar citocinas, agindo

diretamente no feto?’. Além disso, a placenta e os érgéos do feto podem aumentar a
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producdo de citocinas em resposta a infeccdo materna®:2°,

Neste processo, a microglia tem um papel importante como mediador
neuroinflamatério, uma vez que afeta diretamente a maturagcdo neuronal ao
desempenhar a¢Bes na poda sinaptica, nha homeostase e nos circuitos neuronais.
Estas alteragbes, podem contribuir para o desenvolvimento de uma variedade de
disfuncdes neuronais e comportamentais observadas em diferentes fases da vida®.
Sabe-se que o0 desenvolvimento do encéfalo € um processo especializado que
ocorre predominantemente durante o periodo pré-natal. Na medida em que o0s
neurbnios sao produzidos, migram para diferentes areas onde comecam a
estabelecer as primeiras redes neurais?.

Neste contexto, a exposicdo materna a insultos infecciosos ou inflamatérios,
pode comprometer o desenvolvimento e funcdo do encéfalo fetal’> e resultar em
alteracdes a curto e a longo prazo. Essas alteracdes aumentam o risco ao parto
prematuro e estdo associadas a altera¢cdes cognitivas e transtornos associados ao
neurodesenvolvimento como o TEA, Transtorno de défcit de atencdo e
hiperatividade (TDHA) e Esquizofrenia®.

Evidéncias demonstram que a AIM no inicio da gestacao (primeiro trimestre),
altera a proliferacdo e diferenciacdo neuronal e consequentemente a maturacéo
sinaptica. Quando ocorre em periodos mais tardios (terceiro trimestre), esta
associada a alteracdes na migracdo e organizacdo neural, maturacdo sinaptica e
crescimento axonal?’. Um recente estudo utilizando modelos animais, demonstrou
gue a AIM, tanto do nono (equivalente ao primeiro trimestre de gestacdo em
humanos) quanto no décimo sétimo dia de vida intrauterina (equivalente ao terceiro
trimestre em humanos) foi associado a um comportamento relacionado a ansiedade
(colocar referéncia).

Além disso, a AIM no décimo sétimo dia de vida intrauterina reduziu a
preferéncia por sacarose na prole jovem, sugerindo um comportamento semelhante
a anedonia. Estas alteracbes comportamentais estdo, possivelmente, relacionadas
aos sintomas positivos e/ou negativos da Esquizofrenia®l. No entanto, os
mecanismos moleculares relacionados a AIM e as consequéncias comportamentais
ao longo da vida ainda nao estéo totalmente claros na literatura. Entretanto, sabe-se
a AIM estd associada a ativacdo microglial e a um processo neuroinflamatério

durante o periodo pés-natal*
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Pesquisas pré-clinicas mostram uma relacdo entre infec¢bes in utero com o
virus influenza e alteracdes estruturais, funcionais e comportamentais na prole.
Estas alteracdes incluem uma diminuicdo do volume do hipocampo, aumento da
imunoreatividade para a proteina glial fibrilar &cida (GFAP) e alteracfes
comportamentais como comprometimento da meméria e do aprendizado®. Além
disso, mostram que a exposicdo a infeccdo pré-natal pode aumentar o risco da prole
em desenvolver diferentes alteragdes neuropsiquiatricas®® como paralisia cerebral,
epilepsia®* e transtornos do humor®. J& estudos moleculares apontam que a AIM
pode estar associada a alteracdes na transmissdo sinptica e na plasticidade no
hipocampo da prole jovem?3.

Estudos mostram que um quadro infeccioso pré-natal pode representar um
fator de vulnerabilidade para transtornos relacionados ao desenvolvimento
neurolégico, de modo que a especificidade da neuropatologia e dos sintomas
psicopatologicos subsequentes provavelmente serdo influenciados pelo contexto
genético e ambiental em que ocorrem as adversidades pré-natais®’-3°. Em modelos
animais, a exposicao ao LPS durante o periodo neonatal, aumentou a producéo de
citocinas pro-inflamatérias IL-1B, IL-6 e TNFa em tecido encefalico agudamente®,
Além disso, a AIM induzida com LPS esta associada a anormalidades como a
ativacao de células microgliais, alteracdes a longo prazo na funcdo GABAérgica e
uma diminuicdo no volume hipocampal443,

Alguns modelos experimentais tém sido utilizados para mimetizar as
condicBes de infeccbes maternas associadas a bactérias Gram negativas (E. coli) e
a Gardinerella vaginalis. Estes agentes possuem uma maior prevaléncia durante o
periodo gestacional**, sendo que, as infeccdes por E. coli representam cerca de
90% de todas as infeccdes no trato urinario de mulheres em idade fértil*4. As
alteracoes advindas da inflamacdo materna séo, muitas vezes, atribuidas a ativacéo
imune da mde e ndo a uma acao direta do estimulo imune, uma vez gque esse
estimulo ndo atravessa a barreira placentéria.

A AIM desencadeia alteracdes comportamentais de longo prazo na prole,
onde o0s agentes infecciosos ndo agem diretamente sobre o cérebro fetal em
desenvolvimento, mas sim em vez acontecer a ativacdo das vias de sinalizagéo
imune imediata, leva a fungcdo imune ao aumento da expressao de citoquinas e

outros fatores imunes, sendo mantida na fase adulta®®°* A alteracdo do estado
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imunologico pode contribuir para o neurodesenvolvimento anormal e/ou disfungéo
sinaptica continuada na prole, sendo essas alteragcbes comuns nos transtornos
relacionadas ao Autismo e Esquizofrenia®®°® Por essa razdo, os estudos pré-
clinicos, como a exposicdo da mae a patdgenos especificos como por exemplo, a
bactéria E. coli. sdo considerados bons modelos pois mimetizam as alteracdes
agudas e tardias relacionadas a AIM*.

Resposta neuroinflamatéria decorrente da ativagdo imune materna

A administracdo de LPS, um componente da parede celular de bactérias
gram-negativas, em animais esta associada a uma resposta inflamatoéria através do

seu reconhecimento pelo sistema imune inato. Este reconhecimento se da

. . . 46,47
principalmente através dos receptores TLR * . 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 administracédo direta do mesmo, inicia-se uma seérie de respostas no

organismo infectado. Esta endotoxina pode atuar em macréfagos, mondcitos,

e , , .. A7 , .
neutrofilos, plaquetas sanguineas e células endoteliais . O LPS é capaz de ativar
principalmente a resposta imune inata com a participacdo do macréfago. Atua

também na resposta imune adquirida, referente a respostas de linfécitos que

reconhecem antigenos microbianos especificos com atuacéo do TLR-4".

Existem 10 genes TLR expressos em humanos e 13 em roedores e cada um
€ responsavel por reconhecer um grupo distinto de padrées moleculares. O TLR-4 é
guem reconhece o LPS bacteriano*®. Resumidamente, o TLR-4 possui a habilidade
de ativar o fator nuclear kappa B (NF-kB). O NF-kB alerta o sistema imune quanto a
presenca de patdgenos bacterianos, ativando subsequentemente mediadores pro-
inflamatorios que irdo ativar a 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) e a cicloxigenase
(COX). Outra funcdo bem descrita do NF-kB é a estimulagao e liberacao de citocinas
pro-inflamatérias?®.

No mecanismo de a¢do por meio de macrofagos, inicialmente, o LPS que se
encontra no plasma, liga-se a uma proteina de fase aguda do hospedeiro, a proteina
ligadora de lipopolissacaridio (LBP). Dentro do macr6fago ocorre uma série de
reacdes em cascata, incluindo a atuacdo do fator de diferenciagdo mieldide 88

(MyD88), proteina cinase associada ao receptor de interleucina (IRAK), fator 6
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associado ao receptor do fator de necrose tumoral (TRAFG), fator de crescimento 3
associado a cinase 1 (TAK-1), ativador de proteina 1 (AP-1), dentre outras, até a

ativacao do fator de transcricdo NF-kB, que ativa 0s genes que codificam as proteinas

envolvidas na defesa contra a infeccdo, que sao as citocinas prc’)-inﬂamatérias48.
Entre as citocinas pro-inflamatorias ativadas e liberadas a partir do contato com LPS,

destacam-se a IL-13, IL-6 e 0 TN Fa.

As citocinas sdo descritas como pequenas proteinas inflamatérias de
sinalizacdo que podem ser secretadas por inUmeras células componentes do sistema
imune, como macréfagos, neurtréfilos e outros. Sabe-se que bactérias e virus sao
potentes ativadores de citocinas pro-inflamatorias, tais como o TNF-a, IL-18 e IL-6,
gue sao os principais efetores da resposta imune periférica e os principais mediadores
de doencas neurais em resposta a infeccdo e a inflamagéo. As citocinas e seus
receptores sdo agrupados de acordo com suas estruturas: (1) IL-1; (2)
hematopoietinas; (3) TNF-a e (4) interferons (IFNs). A familia IL-1 contém 11 membros
sendo os principais a IL-1a, aIL-1B e a IL-18. Algumas IL-1 sdo produzidas como pro-
proteinas que séo clivadas para produzir citocinas maduras ou ativadas. A IL-1 é um

exemplo deste processo. Ela € liberada pelos macrofagos em resposta a sinalizacao

~ . 51,52
dos TLRs e séo clivadas pela capase-1 " .

Neste contexto, o SNC é conhecido como um 6rgao “imunologicamente
privilegiado”, ou seja, ndo suscetivel a resposta imune e inflamatéria sistémica,

possuindo um sistema imune enddégeno coordenado por células imunocompetentes,

. . L . 1,53 . ~ . ~
como a microglia e os astrocitos’™ . As respostas as infec¢bes ou inflamacgdes
geradas no encéfalo se diferem das apresentadas na periferia, ndo sendo comum a
presenca de sintomas como rubor, tumor, calor no SNC, onde essas diferencas podem

ser atribuidas, em parte, a presenca da barreira hematoencefalica, que obstrui a

entrada de patégenos, protegendo assim, o sistema neuronal™,

Embora a entrada de LPS no encéfalo apds a administracéo sistémica seja
em quantidades pequenas, o aumento da expressdo de mediadores pro-
inflamatérios é capaz de aumentar a permeabilidade da barreira placentaria e
hematoencefalica do feto, alterar a microvasculatura endotelial e desencadear uma
ativacdo microglial. Uma vez ativada, a microglia inicia um processo de

neuroinflamacado sustentada pela liberacdo de citocinas pro-inflamatorias
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diretamente no tecido encefélico, intensificando os danos a células neuronais e
gliais. Os niveis elevados de citocinas em tecido encefalico podem permanecer ao

longo do desenvolvimento sendo associado a mudancas duradouras na

conectividade e funcdo neural na prole17. Em um recente estudo, foi administrado
uma Unica injecao intraperitoneal de LPS no décimo segundo dia embrionario e os
efeitos no periodo pré-natal, neonatal e pos- natal foram avaliados. Foi observado
um aumento na expressdo de IL-1B, TNF-a e IL- 6 quatro horas apdés a MIA,
permanecendo elevado no periodo neonatal e pos-natal (até 40 dias de vida da
prole) na amigdala. A expressdo de TLR-2 e TLR-4 também foi regulada

positivamente na amigdala no periodo neonatal e pés-natal55.

Neste sentido, a patogénese de algumas doencas que envolvem o SNC
apresenta um quadro neuroinflamatério, em que ha o envolvimento de citocinas pro-
inflamatorias. Entre estas a IL-1B e a IL-18, as quais sao sintetizadas como

proteinas precursoras e dependem de um posterior processamento, executado pela

. ~ 18
enzima caspase-1, para tornarem-se maduras e exercerem suas fUI’]QOES . Da

mesma forma, a ativacdo da caspase-1 é dependente da clivagem proteolitica

. . L. . . 20

realizada por um complexo multiprotéico denominado inflamassoma .
O inflamassoma € constituido por uma proteina sensora/receptora de
localizacao citosdlica que serve como uma plataforma para a formagcdo do complexo,

junto a uma proteina adaptadora associada a apoptose (ASC) e uma proteina efetora,

a caspase-lzo. A formacdo do inflamassoma facilita, por tanto, a autoclivagem e
ativacao da caspase-1, a qual cliva proteoliticamente as citocinas pro-IL-1B e pro-IL-

18 nas suas formas maduras, favorecendo respostas pro-inflamatorias e

antimicrobianas™"’

A importancia da ativacdo dos inflamassomas vem sendo cada vez mais
estudada durante infec¢Bes bacterianas, mas ainda pouco se sabe a respeito dos
seus mecanismos de acdo e suas consequéncias em longo prazo. Em recente
pesquisa utilizando amostras de tecidos encefalicos de casos fatais de bebés com
microcefalia ligada ao virus ZIKA, foi verificado uma expressao significativamente
maior de do inflamassoma NLRP3 e das citocinas pré-inflamatérias IL-18 e IL-18 e
da enzima caspase-1. Esses resultados sugerem que a ativagao do inflamassoma

pode agravar a resposta neuroinflamatoria e, consequentemente, aumentar 0s
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danos do SNC em recém-nascidos com infec¢éo sistémica (de Sousa et al., 2018).
Entretanto, outro recente estudo avaliou a ativacdo do inflamassoma NLRP3 em
tecido post-mortem do cortex pré-frontal de sujeitos com diagnéstico de Transtorno
de humor bipolar e Esquizofrenia. Foi verificado uma diminuicdo da expressdo do
inflamasoma NLRP3 e seu ligante ASC em sujeitos com Transtorno de humor
bipolar. Niveis aumentados de caspase-1, IL1B, IL-6, TNFa e IL-10 foram

.. 58

encontrados em ambos 0s sujeitos .
Evidéncias cientificas suportam a hipétese de que as alteracdes nos niveis
de expressao de citocinas durante o desenvolvimento precoce do cérebro estdo

. . . 59,60 .. ., p
associadas a transtornos psiquiatricos . A principal hipétese € que, em resposta a
AIM, os niveis alterados da expressédo de moléculas inflamatérias durante o processo

de neurodesenvolvimento podem alterar a conectividade neural, o que, por sua vez,

pode ter efeitos a longo prazo sobre as funcdes cognitivasl. Estudos prospectivos

trazem uma associacdo entre infeccOes virais e bacterianas e transtornos do
. 37,42,61 ~
neurodesenvolvimento . Recentemente, esta relacgdo ganhou um novo
. 42 . ~
elemento — a resposta imune materna . Neste contexto, sabe-se que a ativacdo do

sistema imune contribui para a fisiopatologia da Esquizofrenia16’62. Se a AIM pode ser
um dos precursores primarios para uma grande variedade de transtornos, incluindo
a Esquizofrenia, € necessario estudos complementares para elucidar a fisiopatologia
envolvida nos mecanismos que correlacionam a AIM ao comportamento relacionado

a Esquizofrenia.

Alteracdes no neurodesenvolvimento e a Esquizofrenia

Nas ultimas décadas, estudos epidemiolégicos tém despertado um crescente

interesse na relacdo entre a AIM e os transtornos de neurodesenvolvimento, como a

. . 63 . .y . - . ~
Esquizofrenia . A Esquizofrenia é um transtorno psiquiatrico causada pela interacdo

entre fatores genéticos e ambientais. E geralmente vista como um transtorno que

. . ~ T 64
envolve um desenvolvimento e funcionamento anormal das conexdes sinapticas .
As causas ainda séo desconhecidas, entretanto, uma das hipéteses recentes propde

gue os déficits singpticos sejam parcialmente causados por uma alteragédo na funcéo

. . . 65
do sistema imune imaturo .
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A Esquizofrenia é considerada um transtorno complexo com déficits de
conectividade neural devido a alteragcbes em regifes-chave de circuitos neuronais.

Estudos mostram que alteracdes no cértex pré-frontal e no cerebelo foram ligadas a

29,47,66-68

sintomas negativos e déficits no circuito cortico-cerebelar-talamico-cortical

. ~ .. 69 p .
foram associadas a alteragOes cognitivas . Atualmente € caracterizada como um
transtorno cronico e debilitante que afeta pelo menos 1% da populagdo em todo o

mundo, sendo classificada como uma das 10 maiores causas de incapacidade pela

6 . A ..
OMS . Os sintomas geralmente se enquadram em um dos trés grupos: positivos (por
exemplo, alucinacbes e delirios), negativos (por exemplo, isolamento social,

anedonia) e cognitivos (por exemplo, disfuncdo de processamento sensorial,

PR . , . 70,71

deficiéncias na memoria de trabalho) .
Embora os sintomas da Esquizofrenia se manifestem tipicamente durante a
adolescéncia e no inicio da idade adulta, pesquisas vém relacionando eventos pré-

natais, como a infec¢cdo materna durante o periodo gestacional, a um maior risco para

46,61,72,73

desenvolver Esquizofrenia ao longo da vida . A AIM foi identificada como um

importante fator de risco etiolégico totalizando 14-21% de todos os casos de

. .59 A " . .
Esquizofrenia”. Uma revisdo sistematica apontou que apds a exposicdo materna a
agentes patogénicos virais durante o primeiro e o inicio do segundo trimestre, esta

associada a um aumento da incidéncia do diagndstico posterior de Esquizofrenia na

74
prole .

Estudo recente mostrou que a AIM em roedores esta associada a alteracdes

na percepcao temporal na prole jovem, uma alteracdo comportamental caracteristica

. . 75 A ~ ;. . .
na Esquizofrenia . Evidéncia de alteracfes nos niveis de citocinas foram encontradas

em tecidos cerebrais post-mortem obtidos de individuos com diagndstico de

. . 5 , . ;. . . - Lo
Esquizofrenia . Além disso, niveis aumentados de citocinas pro-inflamatérias como IL-

18, TNF-a e IL-6, foram encontrados em soro de individuos com diagnéstico de

. . 23 , . .
Esquizofrenia e TEA . Além da Esquizofrenia, estudos apontam que um aumento
da presenca de doencas transmissiveis, combinado a um aumento nas doencgas

auto-imunes, poderiam representar uma grande propor¢cao no recente aumento da

e A . 76,77 , . .
incidéncia de transtornos do neurodesenvolvimento ~ . Além da Esquizofrenia,
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exposi¢cdes maternas a infecgdo, estdo associadas ao aumento do risco de Transtorno

de humor bipolar e TEAY, Investigagbes apontam resultados comportamentais
associados a maiores concentracfes de marcadores inflamatérios, correlacionando
seus niveis ao desenvolvimento cognitivo de criancas entre 12 e 24 meses de
idade®"%8,

Uma hipétese para a associacao entre transtornos psiquiatricos e a AIM é a
alteracdo nos niveis de expressao de citocinas pro-inflamatdrias como o TNF-a e a IL-
8 no soro materno. Estes achados foram encontrados na prole jovem de roedores
sendo associado a um comportamento relacionado a psicose. Estudos ainda
utilizando modelos animais evidenciaram que apés a injecdo de LPS em ratas

prenhas, houve restricdo do crescimento fetal e lesbes em substancia branca na prole

. 48,78 . , , , . . P
jovem . Assim, é provavel que um aumento do nivel de citocinas, durante e apos a
infeccdo materna, conduzam a efeitos a longo prazo sobre a funcéo encefélica, que

aumentariam o0 risco para 0 desenvolvimento de transtornos do

. . .17
neurodesenvolvimento, como a Esquizofrenia .

Por fim, os achados descritos na literatura sugerem que a desregulacdo no
sistema imunologico, incluindo anormalidades na estrutura e funcdo da microglia,
estd desproporcionalmente presente em individuos com Esquizofrenia. Dados 0s
relatos de que a AIM induz a uma desregulacdo da microglia, a microglia é
provavelmente um fator chave nos transtornos de neurodesenvolvimento induzidos
pela AIM. Entretanto, outros fatores podem auxiliar na manutencdo de um estado

neuroinflamatério pos-natal associado a Esquizofrenia — como a ativacdo do

. 58 , . ., . .
inflamassoma NLRP3 . Porém, esta Ultima hipotese necessita de maiores

esclarecimentos.

1.1.4. Modelo animal de ativagédo imune materna

Estudos clinicos apresentam limitacdes em sua capacidade de detectar as vias
moleculares relacionadas a infeccfes maternas por serem pesquisas que requerem
gue os seres humanos sejam submetidos a experimentagéo invasiva. Os modelos
animais de infeccdes pré-natais propdem mimetizar tanto infecgbes bacterianas

guanto virais durante a gestacdo, principalmente com a administragdo de LPS,
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virus influenza e acido poliinosinico-policitidilico (Polyl:C), injetadas pelas vias

intraperitoneal, intravenosa, subcutanea e intranasal em roedores .

Em roedores, a exposicao precoce ao LPS induz a producéo de citocinas proé-
inflamatorias, como interleucina (IL) -1B, IL-6 e necrose tumoral alfa (TNFa), tanto
na periferia quanto no cérebro*’, além de provicar anormalidades como diminuigdo
da expressdo de marcadores estruturais, aumento da imunorreatividade para
proteina acida fibrilar glial (GFAP), ativacdo de células da microglia, alteracdes de
longo prazo na funcdo GABAérgica e diminuicdo das concentragdes neocorticais e.
espessura do hipocampo®: 4% 43, A exposicdo de maes gravidas a outros agentes
inflamatoérios durante a gestacdo também resulta em déficits que incluem perda
neuronal, astrogliose e alteragbes na expressdao do receptor de
neurotransmissores’® 100 101.

O numero de administracdes durante a gestacéo, o periodo da gestacéo e a
dose desses agentes infecciosos devem sempre ser levados em conta, pois podem
resultar em alteracdes heterogéneas entre os animais. Além disso, sabe-se que a
resposta imune materna a uma infeccéo pode influenciar o desenvolvimento do feto

via aumento nos niveis de citocinas circulantes, deixando o animal susceptivel a

. ~ . . . . 18
uma nova infeccéo ao longo da vida devido a essa exposi¢cao . O tratamento com

LPS, no meio da gestacao de ratas, leva a reducdo do comportamento de brincar nos

filhotes e da interacdo social quando adultos™"™. Ja a ativacao imune materna no
meio da gestacdo de camundongos com Polyl:C (um analogo sintético de RNA

viral) ou IL-10 resulta em prole com comportamentos, histologia e expressao génica

anormal, de modo similar ao de pacientes autistas ou esquizofrénicosgl.

Devido aos desafios de se estudar AIM em seres humanos, a pesquisa animal
€, portanto, essencial para identificar mecanismos causais e desenvolver novas
ferramentas de diagnostico e terapéutica. A relacdo causal entre a infeccao
materna e as anormalidades comportamentais relacionadas ao autismo e a
esquizofrenia foi claramente demonstrada usando modelos animais de roedores e
primatas ndo- humanos. Nestes modelos, as gravidas sao expostas a uma
manipulacdo imunolégica em um estagio gestacional especifico, sendo estes
modelos animais, satisfatorios nos critérios exigidos para a validade de um modelo

de doenca: imitam um fator de risco conhecido relacionado a doenca (validade de
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construcdo), exibem uma ampla gama de sintomas relacionados a doenca

(validade facial) e podem ser usados para prever a eficdcia dos tratamentos

(validade preditiva)80’82.

Como resultado, modelos animais foram desenvolvidos para compreender
melhor a relacdo entre a infeccdo pré-natal e o transtorno. Tipicamente, esses
modelos envolvem a indugdo de uma reagdo imune em ratas ou camundongos
prenhas, apoiando a afirmacao de que apés a ativacdo imune materna durante a

gestacao, a prole mostra transtornos comportamentais, anatdmicos, neuroguimicos

SN . 51,76,77,83-86
e eletrofisiolégicos consistentes .

Sendo assim, o presente estudo tem como objetivo contribuir para fortalecer
as evidéncias de que um processo de AIM pode estar associada a um processo de
neuroinflamacao persistente e este, desencadear um evento patologico ao longo do
curso de vida. Obtendo respostas e até mesmo elaborando duvidas, o presente
estudo vem com a intencdo de elucidar esses fatores e contribuir pra com 0 meio

cientifico e académico.
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2. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar o envolvimento do inflamassoma NLRP3 no comportamento

relacionado a esquizofrenia em animais jovens expostos a ativagédo imune
maternal.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a atividade locomotora, interacao social e movimentos estereotipados
nos camundongos com 45 dias de vida expostos a AlM.

Verificar a expresséo de NLRP3 e IL-18 em encéfalo de camundongos com 7,
14 e 45 dias de vida expostos a AlM.



3. METODOS

TIPO DE ESTUDO

Estudo pré-clinico com delineamento experimental realizado no
Laboratorio de Neurociéncias Experimental (Lanex) da Universidade do Sul
de Santa Catarina - UNISUL.

MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Neste estudo foi utilizado LPS (055:B5 E. Coli — Sigma Aldrish, Brasil);
tampéo fosfato salina — PBS p6 pH 7,2 +/- 0,1 (Laborclin; Brasil); campo
aberto (marcenaria local; Palhoca); anticorpos primarios para NLRP3 e IL-13
(Abcam, Brasil).

ANIMAIS

Foram inclusos no estudo 10 camundongos C57BL/6 (5 fémeas e 5
machos), adultos, pesando entre 22g e 259 e que nao possuiam qualquer
anormalidade anatémica, funcional e/ou doencas e machucados. Os animais
foram provenientes da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) e
permaneceram no Biotério Experimental do Lanex até o fim do estudo, sob
regime ciclico de 12 horas de luz e 12 horas de escuro (luzes ligadas as
06h00min e desligadas as 18h00min por timer) e com livre acesso a comida e
agua. O ambiente foi mantido a temperatura de 22 + 2° C. Os animais serao
aclimatados ao laboratério por pelo menos 1h antes dos testes
comportamentais.

O numero de animais por grupo foi calculado em n=8. A férmula
empregada para o cdlculo foi a equagdo n/grupo=2[(Za/2 +ZB) X d/A]* para
comparacao de duas médias, considerando-se o poder de teste de 80%, o
nivel de significancia de 5%, o desvio padrao de 12,5% a partir de registros

de estudos anteriores e o valor da diferenca a ser detectada igual a 18%.

DELINEAMENTO DO ESTUDO
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Inicialmente os animais foram acasalados (formando 5 casais) e
mantidos em uma gaiola durante a noite (das 18h as 8h) na proporcéo de
uma fémea para cada macho. No dia seguinte, foi avaliado a presenca ou
nao de um plugue vaginal. Em caso de formacao do plugue vaginal, este dia
foi definido como dia 0 gestacional (G0). No 15° dia gestacional (definido
como G15), as fémeas receberam uma injecao
I.p de LPS (Escherichia coli 026: B6). O LPS foi dissolvido em solugao salina
tamponada com fosfato (PBS) em uma concentracdo de armazenamento de
150 pg/mL. Para induzir ao modelo de AIM em camundongos, a injecdo i.p
terd 50ug/kg de LPS em 100 puL de PBS. O mesmo volume equivalente de
PBS foi injetado nos animais do grupo controle. Os animais foram
monitorados diariamente apés a injecdo de LPS para verificacdo de sinais de
hemorragia vaginal, perda de peso ou comportamento doentio, como
aumento da temperatura e imobilidade®’.

O dia do nascimento dos animais foi definido como PO. Uma parte dos
animais, quando completarem 7 e 14 dias poés-natais (P7 e P14), foram
submetidos a morte indolor assistida (MIA), recebendo injecdo de uma dose
excessiva de anestésico, de acordo com a resolucdo 1000 de 12/05/2012 —
Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV), sob a supervisdo do
médico veterinario responsavel. O encéfalo foi dissecado e armazenado em -
80°C para posterior analise bioquimica. Outra parte dos animais, ao
completarem 21 dias de vida, deixaram a caixa moradia original e foi
realizada a feita sexagem. Separados em fémeas e machos, 0s animais
foram condicionados em caixas contendo 5 animais onde permaneceram
com 0s mesmos cuidados descritos anteriormente. Ao completarem 45 dias
(P45), foram submetidos aos testes comportamentais.

Apbs o fim dos testes comportamentais, 0os animais foram submetidos
a MIA, recebendo injecdo de uma dose excessiva de anestésico, de acordo
com a resolucdo 1000 de 12/05/2012 — CFMV, sob a supervisdo do médico
veterinario responsavel. O cérebro total serd dissecado e armazenado em -
80°C para posterior analise bioquimica. Neste contexto, os animais foram
divididos em seis grupos experimentais: (1) PBS 7P; (2) PBS 14P; (3) PBS
45P; (4) LPS 7P; (5) LPS 14P e; (6) LPS 45P (Figura 1).
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Figura 1 — Desenho experimental
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Elaborado pelo autor

A decisdo de iniciar os experimentos nestas idades foi baseada na
literatura para realizar uma avaliacao longitudinal na prole exposta ao LPS na
sua vida pré- natal. Esses estudos demonstraram que as principais
alteracdes comportamentais sdo observadas quando a prole atinge o final da
adolescéncia ouinicio da idade adulta, recapitulando as observacdes clinicas
e bioguimicas relacionadas a Esquizofrenia’’. Estudos recentes demonstram
gue ha um aumento na expressao dos receptores TLR- 2 e TLR-4 em amidala
somente 45 dias ap0s o nascimento e um aumento dos niveis de IL-18 em

amidala somente 7 dias apés o nascimento’’.

TESTE/ENSAIOS/TECNICAS

Os testes foram realizados entre as 8h e 12h em uma sala
devidamente preparada para este fim. Durante os experimentos, 0s animais
foram transportados para a sala de comportamento uma hora antes dos testes
para aclimatacdo. Os testes comportamentais foram realizados pelo mesmo

avaliador.
Teste de campo aberto

O teste comportamental de habituacdo ao campo aberto foi realizado
em um aparato chamado open Field, com 40 x 60 cm rodeado por paredesde
50 cm de altura sendo 3 paredes de madeira e uma de vidro transparente. O

piso do campo aberto apresenta quadrados desenhados para fazer a
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marcacdo dos quadrantes a serem cruzados. Este teste comportamental
refere-se a todas as atividades relacionadas a obtencdo de informacédo
acerca do ambiente, as quais abrangem ndo sé respostas reflexas
atencionais imediatas, como também as respostas voluntarias tipicas. A
adocao desse tipo de teste apresenta uma clara conveniéncia pela facilidade
de registro comportamental, quando comparado ao estudo no ambiente
natural. O pressuposto basico envolvido em estudos de confinamento em um
novo ambiente é que no intuito de explorar o ambiente, o animal precisa
locomover-se nele.

Dessa forma, a quantidade de movimento passa a ser um indicador de
atividade exploratoria. A resposta exploratoria de levantar-se nas patas
dianteiras (rearing) & também muito comum em roedores e tem sido utilizada
como medida do nivel de excitabilidade uma vez que esse comportamento
frequentemente se correlaciona com outras atividades como a defesa,
reacoes sexuais, bem como a atividade motora (crossing), onde é

guantificado o nimero de quadrantes que o camundongo percorre.

Movimentos estereotipados

Os movimentos estereotipados sdo definidos como movimentos
rapidos e repetitivos da cabeca e do antebraco. Os comportamentos
avaliados serdo sniffing (cheirar), grooming (movimentos de autolimpeza),
cabeca balancando, mordendo as unhas e andando em circulos. Para a
consucdao do teste, sera colocado 1 animal por vez na caixa para a avaliacao.

Os animais foram observados 1h durante 1 min em intervalos de 10 min“4.

Interacao social

Antes do teste de interacdo social, os animais foram isolados
socialmente por 6 h. O teste de interacdo social consiste em colocar dois
animais de caixas diferentes (mesmo grupo experimental) em uma caixa de
Polipropileno de 41 x 34 x
16 cm, durante 15 minutos. Durante este periodo, foram avaliados trés

critérios: laténcia para a primeira interagdo entre animais, numero de
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interacdes e o tempo total que 0s animais permaneceram juntos®,

Imunoeletroforese — Western Blot

3.5.2.1 Avaliacao da expressao de NLRP3 e niveis de IL-13

As amostras (50 ug) foram maceradas em tamp&o RIPA e desnaturadas a 100°C
por 5 minutos e entdo submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS- PAGE
12 %) durante 1h e 30 min a 110 V, seguido de transferéncia para membrana PVDF
em sistema semi-dry (BioRad) a 90 A. Apds a transferéncia, o bloqueio da
membrana em tampao TBS contendo 0,2 % de Tween 20 (TBST) e albumina 5 % (1
hora) em seguida sera adicionado o anticorpo primario (anticorpo policlonal de coelho
anti-NLRP3, -TLR4 e —caspase-1, 1:1000 em tampéao de bloqueio), que permanecerao
sob agitacéo por 2h e como controle de carregamento, sera utilizado a anti-beta-actina
(1:20000). Apos este periodo, foi adicionado o anticorpo secundario anti-rabbit e
anti-mouseinfravermelho (Uniscience), diluido em TBST (1:20000, 30 min). Apds este
procedimento, a membrana foi entdo submetida a scan em fotodocumentador
(Odyssey LI-COR Biosciences) e a densidometria realizada pelo programa Image
Studio (LI-COR Biosciences).

3.5.2.1 Preparacao das amostras

Amostras de cérebro total foram obtidas e armazenadas a -80 °C até sua
utilizacdo. As amostras foram homogeneizadas manualmente (com auxilio de
micropistilos) em tampéao de lise RIPA [composto por Nonidet P-40 1%, deoxicolato de
sédio 0,5%, SDS 0,1% e PBS], acrescido de ortovanadato de sédio 100 mM, fluoreto
de fenil-metano-sulfonil (PMSF) 100 mM e coquetel de inibidores de proteases 1% e
em seguida, incubados em gelo por 30 minutos. Os homogenatos foram
centrifugados a 10.000 g por 20 minutos a 4 °C, o sobrenadante (correspondente ao
extrato total) foi coletado, sendo uma aliquota separada para a dosagem de proteina
em cada amostra, a qual foi determinada através do método de Bradford. Ao restante
do sobrenadante, foi adicionado o tampao de amostra (glicerol 20%, mercaptoetanol
14,4 mM, azul de bromofenol 0,1%, Tris/HCI 0,2 M e SDS 10%) na proporc¢éo de 1:6.
As amostras foram fervidas (95 °C; 5 min) e permaneceram armazenadas a -80 °C

até o momento da eletroforese.
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VARIAVEIS DE

ESTUDO Quadro 1 —

NAiRaRiS. Tipo Natureza Proposta de
utilizacao

LPS Independente Qualitativa dicotdbmica SIM ou NAO

Atividade Dependente Quantitativa continua Campo aberto
locomotora N° de crossing
Mediana e
intervalos
interquartis

Interag&o social Dependente Quantitativa continua Laténcia de
contato
Mediana e
intervalos
Interquartis

Estereotipia Dependente Quantitativa continua Laténcia de
movimentos

IL-1B Dependente Quantitativa continua ng/mi
Média +/- DPM

NLRP3 Dependente Quantitativa continua ng/mi
Média +/- DPM

PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

Apos tabulacdo dos dados no Excel e analisados no GraphPad Prism 6, foi
realizado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk para caracterizacdo dos dados.
Os dados dos parametros avaliados foram considerados paramétricos e foram
apresentados como a média + desvio padrdo da média. A analise estatistica dos
dados entre os grupos foi realizada por meio o teste t de student para a amostras

independentes. A significancia estatistica foi considerada para valores de p<0,05.

ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

Todos os procedimentos experimentais envolvendo os estudos pré-clinicos serdo
realizados de acordo com as recomendacdes internacionais para o cuidado e o uso
de animais de laboratério, além das recomendacdes para o uso de animais da
Sociedade Brasileira de Neurociéncias e comportamento (SBNeC). Este projeto foi
submetido a comisséo de ética no uso de animais experimentais (CEUA) da UNISUL

sob namero de protocolo 18.002.4.01.1V.
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4. RESULTADOS

ATIVIDADE LOCOMOTORA

A Figura 1 expde os dados da atividade locomotora obtidos no teste de
campo aberto. Observou-se que os animais do grupo LPS apresentaram um ndamero
significativamente maior de cruzamento quando comparado com 0s animais do
grupo PBS, demonstrando um aumento da atividade locomotora. (t=3,431; df=14;
p=0,0041).
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Figural. Atividade locomotora. Dados expressos em média + DPM, analisados pelo teste T de studant
para amostras independentes. *p<0,05 vs PBS. n=8

INTERACAO SOCIAL

A Figura 2 demonstra os resultados obtidos no teste de interacdo social
através da laténcia de primeiro contato (Figura 2A), nUmero de contatos (Figura 2B)
e tempo total de interacdo (Figura 2C) entre os animais do grupo LPS e PBS.
Observou-se que houve um aumento estatisticamente significativo no tempo de
laténcia do primeiro contato do grupo exposto ao LPS quando comparado ao grupo
gue recebeu apenas PBS (Figura 2A). No que se refere ao niumero de contatos,
houve um aumento significativo no grupo de animais expostos ao LPS (Figura 2B).
Ao que se refere ao tempo total de interacdo, houve um aumento significativo dos
animais expostos ao LPS quando comparado aos animais que receberam PBS
(Figura 2C).
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Figura 2: Interacéo social demonstrado pela laténcia de primeiro contato (Figura 2A) (t=2,005 df=6; p=
0,0918), numero de contatos (Figura 2B) (t=9,674 df=10; p= < 0,0001) e tempo total de contato
(Figura 2C) (t=5,292 df=10; p= 0,0004). Dados expressos como média + DPM, analisados pelo teste

T de studant para amostras independentes.*p<0,05 vs PBS. n=8.

MOVIMENTOS ESTERIOTIPADOS

A Figura 3 expde os resultados dos testes de movimentos estereotipados

através do numero de sniffing (Figura 3A ) numero de groomings (Figura 3B) e

quantidade de vezes em que o animal mordeu as unhas (Figura 3C) entre os

animais do grupo LPS e PBS. Foi observado que o grupo LPS demonstrou um
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aumento estatisticamente significativo no numero de sniffing (Figura3A), no
grooming (Figura 3B) e na quantidade de mordidas nas unhas (Figura 3C) quando
comparados com o grupo PBS (t=9,223 df=14; p= < 0,0001; t=2,903 df=14; p=0.0116
e t=4,417 df=14; p=0.0006 respectivamente), demonstrando aumento na quantidade
de movimentos estereotipados do grupo LPS.

No que se refere aos dados sobre o niUmero de vezes em que 0s animais
balancavam a cabeca (t=1,000 df=14, p= 0,3343) e a quantidade de vezes em que
circulavam (t=2,525 df=14, p=0,0243) dentro da caixa, pode-se observar que 0s
animais expostos ao LPS apresentaram apenas 1 balanceio e 15 circulagdes
enquanto o grupo de animais que receberam apenas PBS ndo apresentaram este

tipo de comportamento.
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Figura 3: Movimentos estereotipados avaliados através do numero de sniffing (Figura 3A), groomings
(Figura 3B) e morder as unhas (Figura 3C). Os dados foram expressos como média + DPM,

analisados pelo teste T de studant para amostras independentes.*p=<0,05 vs PBS. n=8.

NIVEIS DE IL-1B

Os dados referentes aos niveis de IL-1 B sdo demonstrados na Figura 4. Aos
7 dias ap6s o nascimento, houve um aumento significativo nos niveis de IL-1 B em
tecido cerebral dos animais expostos ao LPS quando comprados ao grupo controle
(Figura 4A). ApGs 14 (Figura 4B) e 45 (Figura 4C) dias, pode-se observar que este
aumento se manteve nos animais expostos ao LPS no periodo gestacional quando

comparados aos animais controles.
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Figura 4: Niveis de IL-1B em tecido cerebral apés 7 (Figura 4 A)( t=7,656 df=8, p= < 0,0001), 14
(Figura 4B)( t=4,026 df=8, p= 0,0038) e 45 dias (Figura 4C)( t=3,804 df=8, p= 0,0052) do nascimento.
Dados sdo expressos como média =+ DPM, analisados pelo teste T de studant para amostras
pareadas.*p=<0,05 vs PBS. n=8.

EXPRESSAO DE NLRP3

Os dados referentes a expressdao do imflamassoma NLRP3 sé&o
demonstrados na Figura 5. Aos 7 dias apdés o nascimento, houve um aumento
significativo na expressdo de NLRP3 em tecido cerebral dos animais expostos ao
LPS quando comprados ao grupo controle (Figura 5A). Apés 14 (Figura 5B) e 45
(Figura 5C) dias, pode-se observar que este aumento se manteve nos animais

expostos ao LPS no periodo gestacional quando comparados aos animais controles.
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Figura 5: Expressao de NLRP3 em tecido cerebral apds 7 (Figura 5 A)( t=3,824 df=6, p= 0,0087), 14
(Figura 5B)( t=4,705 df=4, p= 0,0093) e 45 dias (Figura 5C)( t=4,364 df=4, p= 0,0120) do nascimento.
Dados sdo expressos como média =+ DPM, analisados pelo teste T de studant para amostras

pareadas.*p=<0,05 vs PBS. n=8.
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5.DISCUSSAO

O presente estudo mostrou que 0s animais expostos ao LPS no periodo
gestacional apresentaram um comportamento relacionado a esquizofrenia 45 dias
apos o nascimento evidenciado pelo aumento da atividade locomotora, alteracao
nos parametros relacionados a interagcdo social e a presenca de movimentos
estereotipados. No que diz respeito as avaliacdes realizadas em tecido cerebral
apos ativacdo imune materna, foi observado um aumento dos niveis de IL-1B
guando os animais completaram 7 14 ¢ 4 dias de vida. A quantificacdo do
inflamassoma NLRP3 também mostrou-se aumentada em todos o0s tempos
avaliados em tecido cerebral apds ativagcdo imune materna.

A esquizofrenia é um transtorno que pode afeta drasticamente a
gualidade de vida dos individuos afetados. Embora sua etiologia seja multifatorial e
possa envolver tanto fatores intrinsecos como extrinsecos, sugere-se que a
probabilidade de desenvolver esta condicdo seja aumentada devido a eventos
inflamatoérios no periodo gestacional®®. Knuesel e colaboradores (2014), também
demostraram haver uma forte associacdo entre inflamacdo materna durante a
gravidez e a patogénese de transtornos do neurodesenvolvimento como a
esquizofrenia e o transtorno do espectro autistal. Estudos pré-clinicos utilizando
roedores e primatas sugeriram que a ativacdo do sistema imunolOgico materno,
independentemente da causa especifica dessa ativacao, pode ser responsavel pelo
desfecho na prole®® 192 Em recente estudo publicado em 2017, Murray e
colaboradores demonstraram a validade do modelo de ativacdo imune materna para
o estudo dos sintomas cognitivos de transtornos do neurodesenvolvimento, como a
esquizofrenial®s,

Neste contexto, pode-se observar que apos 45 dias da ativacdo imune
materna, a prole apresentou um aumento da atividade locomotora, alteracdo nos
parametros relacionados a interacdo social e a presenca de movimentos
estereotipados. Estudos pré-clinicos mostram que a exposicdo pré-natal ao LPS
estd associada a uma hiperatividade locomotora na prole ap6s 30 e 60 dias do
nascimento!047887.105 A medicdo da atividade locomotora espontanea pode fornecer
infformacbes em termos de atividade dopaminérgica, glutamatérgica e

serotoninérgica alterada em animais desafiados pelo sistema imune no periodo pré-
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natal. Estudos mostram que o sistema serotoniné rgico pode estar envolvido na
formag 40 de sintomas psico ticos. Vollenweider e Geyer (2001) mostraram qe
alguns tipos de alucin6genos séo agonistas dos receptores 5-HT2a e podem induzem

psicopatologias que incluem agitag 4o, ansiedade e alucinag 0Oes''®. BB
comportamentos sdo semelhantes aos sintomas observados nos primeiros episo
dios psico ticos da esquizofrenial?®® A estimulacdo dos receptores 5-HT2a conduzem,

indiretamente, ao aumento da liberag 40 de glutamato!?*.

No entanto, no estudo de Straley e colaboradores (2017), quando
examinaram o comportamento motor, verificaram que a AIM induzida por LPS no dia
gestacional 12, ndo afetou o comportamento motor em animais com 9, 30 ou 60 dias
de vida pés-natal'®. Em contraste, AIM induzida por LPS no dia gestacional 16,
resultou em prejuizos no comportamento motor 9 dias apds o nascimento. Trinta
dias apds o0 nascimento, este comportamento ndo estava mais presente. No entanto,
na idade adulta, houve o retorno da hiperatividade.

E interessante ressaltar que, devido as diferencas na espécie, na idade
de exposicao, na duracdo da inflamacéo e nos diferentes imundgenos utilizados nos
modelos animais, pode haver divergéncias nos resultados comportamentais
apresentados pela prole!?”. Neste contexto, hd uma necessidade de entender
melhor as consequéncias da exposi¢cdo a um estimulo inflamatoério e as alteracbes
resultantes no comportamento em diferentes fases da vida da prole afetada?’.
Neste estudo, foi demonstrado que a AIM no dia gestacional 15, tornou os animais
suscetiveis, considerando que a exposicdo ao LPS induziu a uma hiperatividade,
interacdo social alterada e comportamentos estereotipados. O modelo animal neste
estudo utilizou o dia gestacional 15 (equivalente ao terceiro trimestre de gestacao)
para expor 0s animais ao LPS por ser um periodo critico na neurogénese®’.

Neste contexto, a hipd tese do envolvimento do sistema glutamaté rgico da
esquizofrenia é associada com 0s sintomas negativos, que incluem o isolamento
social, apatia, anedonia e alogia. O comportamento social € comumente referido
como 0 comportamento que ocorre em um contexto social e resulta da interacdo
entre individuos da mesma espécie. Como o0s roedores sao animais altamente
sociais, a interacdo social pode ser eficientemente estudada sob condi¢cbes
experimentaisi®. Lavelle, Healey e McCabe (2014) em sua revisdo, demonstrou

gue sujeitos com diagndstico de esquizofrenia exibem déficits cognitivos sociais
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importantes. Neste estudo, verificou-se uma alteragdo nos parametros de interacéo
social, principalmente no que diz respeito ao aumento do tempo de laténcia do
primeiro contato. Isso significa que o animal exposto ao LPS no periodo gestacional,
precisou de mais tempo para realizar o primeiro contato com outro animali®.

Meyer e Feldon (2014) sugerem que a ativacdo imune materna pode
alterar os circuitos da dopamina do tecido cerebral do feto e propiciar alteracbes
estruturais e funcionais ao longo do desenvolvimento*?. Alteragdes em sistemas
dopaminé rgicos & m sido amplamente estudos no que diz respeito a AIM. Nentanto,
ainda ndo esta claro se este envolvimento esta relacionado a perda de
neurd nios dopaminé rgicos ou a um aumento no nU mero de neurd Bopaminé rgicos e
liberag 80 de dopamina®” 19, Na esquizofrenia, a hipd tese do envolvimento
dopaminé rgico é responsa vel pelos sintomas positivos da esquizofrenia
gue incluem alucinag 6es visuais, auditivas, delif ios, discursos e comportamentos
amplamente desorganizados ou catatd nicos!??

Movimentos estereotipados sdo caracterizado por movimentos
intencionais, repetitivos, estereotipados e sem finalidade (frequentemente
ritmados)!!’. A literatura traz que 0S movimentos estereotipados estariam
correlacionados com o agravo dos sinais positivos apresentados no espectro da
esquizofrenia Neste estudo, observou-se que os animais com 45 dias de vida,
submetidos a AIM, apresentaram um aumento dos parametros relacionados aos
movimentos estereotipados. Este resultado, associado aos demais apresentados
previamente como o aumento da atividade locomotora e alteracdo na interagcao
social, reforcam a hip6tese de que a AIM pode estar relacionada ao comportamento
relacionado a esquizofrenia em animais jovens. No estudo de Padgett, Sawa e Peled
(2015) foi verificado que animais nocautes para a guimiocina Cxcr4 apresentaram
um aumento dos movimentos estereotipados!*é,

Alguns estudos tém demostrado que a exposi¢ao ao LPS ou Poly I:C no
periodo gestacional esta associado a um aumento da liberacdo de dopamina no
estriado!®, diminuic 40 da transmissdo glutamaté rgica mediada por NVDA,
diminuic 40 da transmissdo GABAé rgica no hipocampo®® e presenca de um
comportamento relacionado a esquizofrenia em animais jovens3.

Neste sentido, a literatura tem discutido que um possivel desequilibrio

na expresséao de fatores relacionados a inflamagé&o como IL-6, IL-18, IL-10 e


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cash-Padgett%20T%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=26458529
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TNFa, tem um papel importante na fisiopatologia da esquizofrenia®8780.112. Ngo
estudo realizado por Miller e colaboradores (2011) evidenciou-se que 0s niveis de
citocinas pro-inflamatorias estdo consistentemente aumentados em sujeitos com o
diagnostico de esquizofrenia. Ainda, outro estudo relatou que citocinas pro-
inflamatérias como IL-6, IL-12, TNF-a, IL-1B e IFN-y estavam aumentados no sangue
e no liquido cefalorraquidiano em sujeitos com esquizofrenia?3.

Neste estudo, foi demonstrado que houve um aumento significativo nos
niveis de IL-18 em tecido cerebral dos animais expostos ao LPS no periodo
gestacional e avaliados apés 7, 14 e 45 dias de nascimento. Uma associacdo entre
infeccdo materna e aumento do risco de esquizofrenia na prole foi identificada
usando evidéncias sorolégicas. Nestes casos, a infeccdo durante a gravidez foi
confirmada em amostras de sangue de maes daqueles que posteriormente
desenvolveram o transtorno®°%72, Deve-se ressaltar que os 45 dias de vida, os
animais ainda apresentavam um aumento da atividade locomotora, alteragdo da
interacdo social e movimentos estereotipados.

Bilbo e colaboradores (2009) levantaram a hipétese de que mudancas
comportamentais a longo prazo relacionadas a esquizofrenia estdo associadas a
alteracGes na funcéo das células gliais'3. Eles demonstraram que subconjuntos
de microglias sdo permanentemente mantidos em um estado ativado na idade adulta
como consequéncia da infeccao perinatal e que um desafio imune subsequente na

idade adulta pode causar niveis exagerados de citocinas!'®. Juckel e associados

(2011), mostraram que a infeccdo materna durante a embriogénese contribui para a
ativacdo microglial na prole. Esta ativacdo pode ser a responsavel por manter os
niveis elevados de citocinas pro-inflamatérias, como a IL-13, em tecido cerebral
durante longos periodos, aumentando a vulnerabilidade tecidual''®. Niveis
aumentados de citocinas pro-inflamatodrias, como IL-1p, podem estar relacionadas a
ativacdo do inflamassoma NLRP3. NLRP3 €é um complexo multiproteico
citoplasmatico do sistema imune inato que pode desencadear uma série de reacdes
imunoinflamatérias!?®. Uma vez ativado, o NLRP3 recruta a proteina ASC, que
contém um dominio de recritamento para caspase e pro-caspase-1. A pro-caspase-
1, por sua vez, cliva a pro-IL-1B e pro-IL-18 proteoliticamente em suas formas ativas,
agravando a reacéo inflamatérial?*

Neste estudo foi observado que a ativagdo imune materna utilizando LPS


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278584612002783?via%3Dihub&amp;bb0645
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no dia gestacional 15, aumentou a quantificagcdo do inflamassoma NLRP3 e os
niveis de IL-13 em tecido cerebral apos 7, 14 e 45 dias de nascimento. A ativacdo do
inflamassoma NLRP3 pode ser um dos responsaveis por manter um estado
neuroinflamatério persistente no SNC e estar associado as alteracdes
comportamentais. Alguns estudos sugerem que o inflamassoma NLRP3 possa
contribuir para o desenvolvimento de transtorno do humor e déficits de meméria’”.
No estudo de Zhu e colaboradores (2016), foi avaliado o papel da ativacdo do
inflamassoma NLRP3 nas alteracbes de comportamento a longo prazo de
camundongos adultos expostos ao LPS. Foi demonstrado que estes camundongos
exibiam comportamentos relacionados a depressdo a longo prazo e déficit na
memoria de reconhecimento, expressdo elevada de NLRP3, ASC e caspase-1;
aumento dos niveis de IL-1B, IL-18 e TNFa; diminuicdo dos niveis de IL-10 e
aumento da ativacao da microglia em tecido cerebral, corroborando com os dados
deste estudo!?.

Estudos mostram que a ativacdo do inflamassoma NLRP3 esta relacionado
aos receptores toll-like. No contexto da exposicao ao LPS, o receptor toll-like 4 tem
sido implicado como ativador desta plataforma multiproteica. Entretanto, a
guantificacdo deste receptor ndo foi realizada neste estudo. Na revisdo de Harris
(2017) sugere gue a autofagia é um regulador da ativacao do inflamassoma, levando
subsequentemente a liberacdo de citocinas da familia de IL-1, onde tem
demonstrado desempenhar papéis na regulacdo da ativacdo do inflamassoma,
desde a remocao de sinais endogenos ativadores do inflamassoma, até o sequestro
e degradacdo de componentes do inflamassoma. Este estudo, se difere do relatado
acima por se tratar de um modelo de AIM, onde o processo neuroinflamatério ocorre
de forma indireta pois uma quantidade muito baixa de LPS acaba atravessando a
barreira hemato-placentaria e hemato-encefalica do feto. O que realmente acaba
afetando o encefalo e iniciando um processo inflamatorio sdo os altos niveis de
citocinas proé-inflamatorias. Outro fator relevante é que, no modelo utilizado neste
estudo, o encéfalo estd em desenvolvimento, aumentando a vulnerabilidade a danos
teciduais?®.

Estes e McAllister (2016) em sua revisdo, trouxeram evidéncias
epidemiologicas que trazem a infeccdo materna como um fator de risco para o

transtorno do espectro autista e a esquizofrenia, trazendo um contraponto com
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modelos animais, onde demonstram que a AIM por si SO ja é suficiente para iniciar
um processo fisiopatolégico!’. Estudos mostram que mesmo a infeccdo materna

subclinica pode tornar a prole muito mais vulneravel a insultos inflamatérios®’.

LPS PBS
Atividade locomotora T v
Laténcia de primeiro contato t v
Numero de contatos t v
Tempo total juntos t v
Sniffing t v
Grooming t v
Morder as unhas t v
Circular na caixa t v
Balancar cabeca t v
Nivel de IL-1B 7 dias t v
Nivel de IL-1B 14 dias t v
Nivel de IL-1B 45 dias t v
Expresséo de NLRP3 7 dias t v
Expresséo de NLRP3 14 dias t v
Expresséo de NLRP3 45 dias t v

Quadro de resultados: Grupo LPS quando comparado com grupo PBS
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6. CONCLUSAO

Diante da questdo problema exposta, na qual questionou-se se um insulto no
periodo pré-natal acarretaria no desenvolvimento de um comportamento atipico,
concluiu-se que que a ativacdo imune materna leva a ativacdo do inflamassoma
NLRP3 e consequente producao de IL-1B. Mediante os resultados obtidos, animais
jovens que foram expostos a endotoxemia no periodo gestacional apresentaram
parametros alterados quando comparados com animais do grupo controle, onde
desenvolveram um comportamento relacionado a esquizofrenia, que foram avaliados
atraves dos testes de atividade locomotora, interacdo social e movimentos
esteriotipados, junto com parametros alterados no perfil inflamatorio, medidos
atraves da ativacdo do inflamassoma NLRP3 e dos niveis elevados de IL-13. Em
conjunto, os resultados deste estudo sugerem que a AIM pode causar a
vulnerabilidade do SNC através da neuroinflamacdo e estar associado a alguns

parametros relacionados a esquizofrenia.

PERSPECTIVAS FUTURAS

A partir desse estudo, espera-se portas possam ser abertas para que
pesquisas futuras sejam desenvolvidas para melhor elucidar os mecanismos
fisiopatoldégicos que envolvem a AIM e sua relacdo com neuroinflamacdo e
esquizofrenia, afim de obter melhor acompanhamento dos sujeitos expostos com

intervencdes objetivas e eficazes.
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