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RESUMO

Introducgédo: A ativacdo imune neonatal (AIN) promove no sistema nervoso central
(SNC), alteragbes comportamentais e neuroquimicas em longo prazo. O
enriguecimento ambiental (EA), consiste em uma alternativa promissora na
modulacao de tais alteracOes causadas pela NIA. Objetivo: Avaliar os efeitos de um
ambiente enriquecido nos parametros comportamentais e neuroquimicos em longo
prazo no SNC apos a AIN. Métodos: Foram utilizados camundongos C57BL/6 de dois
dias de idade que receberam PBS ou LPS (inducdo da AIN). A partir dos 28 dias de
vida, os camundongos foram submetidos a um protocolo de EA de 3 horas/dia, durante
5 dias/semana, até os 60 ou 120 dias de vida. Ap6s completarem os protocolos de
EA, foi realizada a avaliacdo da memoria através dos testes comportamentais campo
aberto, reconhecimento de objetos e labirinto aquatico de Morris. Apds os testes
comportamentais, foi avaliado a neuroinflamacéo (niveis de citocinas e os niveis de
BDNF pelo Enzyme-Linked Immunosorbent Assay e o imunocontetdo da proteina
GSK-3pB e do peptideo B-amiloide por Western blotting Assay no hipocampo e cortex
dos animais. Resultados: O EA melhorou a capacidade de memoéria aos 60 e 120
dias de vida, aumentou os niveis de BDNF, diminuiu os niveis da interleucina (IL)-1p
e do fator de necrose tumoral (TNF)-a aos 60 e 120 dias no cortex e hipocampo. O
EA até 60 dias reduziu o imunoconteudo de GSK-3B no hipocampo e o EA 120 dias
reduziu GSK-3B em hipocampo e cortex. Conclusdo: Os presentes resultados
demonstram a importancia de utilizar EA, visando minimizar danos em longo prazo
apos AIN, transacionando isso para aspectos clinicos, o EA pode ser utilizado como
uma estratégia experimental, ndo invasiva de prevengdo em neonatos ap0s processo

de neuroinflamacgéo.

Palavras-chave: Ativagdo Imune Neonatal. Enriquecimento Ambiental. Memoria.

Citocinas. Neurotrofinas. Neurodegeneragao



ABSTRACT

Introduction: Neonatal immune activation (NIA) promotes long-term behavioral and
neurochemical changes in the central nervous system (CNS). Environmental
enrichment (EE) is a promising alternative to modulate such changes caused by NIA.
Objective: To evaluate the effects of an EE on long-term behavioral and
neurochemical parameters in the CNS after NIA. Methods: Two days old, C57BL/6
mice that received either PBS or LPS (AIN induction) were used. Twenty eight days
old, mice were submitted to an EE protocol of 3 hours/day, for 5 days/week, until 60 or
120 days old. After completing the EE protocols, memories were evaluated through
the open field, object recognition and Morris water maze behavior tests. After
behavioral tests, neuroinflammation (cytokine levels and BDNF levels by the Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) and the immunocontent of proteins of GSK-33 and B-
amyloid by Western blotting Assay in the hippocampus and total cortex of the animals
were evaluated. Results: EE improved memory capacity at 60 and 120 days old,
increased BDNF levels, decreased interleukin (IL)-1B and tumor necrosis factor (TNF)-
a levels at 60 and 120 days in cortex and hippocampus. The EE up to 60 days reduced
the immunocontent of GSK-38 in the hippocampus and the EE 120 days reduced GSK-
3B in the hippocampus and cortex. Conclusion: The present results demonstrate the
importance of using EE, aiming to minimize long-term damage after NIA. Transposing
this to clinical aspects, EE can be used as an experimental, non-invasive strategy for

prevention in neonates after neuroinflammation process.

Keywords: Neonatal immune activation. Environmental enrichment. Memory.

cytokines. Neurotrophins. Neurodegeneration
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1. INTRODUCAO

O sistema imune no periodo neonatal ainda esta imaturo o que o torna mais
suscetivel a agentes infecciosos presentes neste periodo. O encéfalo em
desenvolvimento se torna vulneravel a alteracdes decorrentes de uma resposta
inflamatoria sistémica, pois o0 aumento dos mediadores pro-inflamatorios podem
aumentar a permeabilidade da barreira hematoencefélica (BHE) e levar a ativagéo
microglial e astrocitaria. A ativacdo da microglia inicia um processo de
neuroinflamacéo sustentada pela liberacao de citocinas pro-inflamatorias diretamente
no tecido encefélico. Esse processo neuroinflamatorio pode ocasionar alteracdes
significativas em areas especificas do sistema nervoso central (SNC), provocando
prejuizos nas fungdes cognitivas como meméria e aprendizado!. Estudos tém
demonstrado que o processo neuroinflamatério no periodo neonatal pode estar
associado a déficits neurolégicos em longo prazo, tanto em estudos clinicos?2 quanto
em estudos pré-clinicos*°. Dias e colaboradores (2019), demonstraram que apés 60,
120 e 180 dias da ativacdo imune neonatal (AIN), houve alteracdes na memoaria visuo-
espacial®

As infeccBes causadas por bactérias Gram-negativas sdo de alta prevaléncia
durante os periodos pré-natal e neonatal. O lipopolissacarideo (LPS) é o principal
constituinte da membrana externa de bactérias Gram-negativas’. Em animais
expostos ao LPS, o comprometimento da memoria e do aprendizado foi associado a
perda neuronal em regides do hipocampo, area importante na consolidacao,
armazenamento e evocacdo da memoria®12. Ha evidéncias que demonstram uma
associacdo entre processos neuroinflamatérios e neurodegenerativos'®-16- Estudos
tem demostrado que a exposicdo ao LPS no periodo neonatal pode ocasionar
alteracdes nos niveis do fator neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF) a longo prazo
em areas como hipocampo®’. E sabido que alteracdes nos niveis de BDNF, est&o
relacionados a alteragdes cognitivas®®.

As doencgas neurodegenerativas sao condi¢des debilitantes, caracterizadas por
uma degeneragdo progressiva das células neuronais, resultando no comprometimento
das funcdes superiores, como a memaria e o aprendizado®®. Na doenca de Alzheimer
(DA), uma das mais conhecidas doencas neurodegenerativas, ha presenca de

alteracdes cognitivas e degeneracao sindptica em areas como hipocampo e cortex,



16

associado ao acumulo de placas senis, emaranhados neurofibrilares e aumento da
expressao das proteinas glicogénio sintase cinase-3 B (GSK-3[), tau e B-amiloide em
tecido encefalico, proteinas envolvidas nos déficits das fungdes cognitivasi®-?2,

De acordo com estudos pré-clinicos, observa-se que a AIN (AIN), traz
alteracdes no processo de memdria a longo a prazo, assim como, alteracdes em
aspectos morfologico e bioquimicos. Este processo neuroinflamatério que acontece
na ativacdo imune sistémica apresenta relacdo com processos neurodegenerativos a
longo prazo. Em um estudo realizado com animais submetidos a AIN, foi possivel
observar que, quando adultos (120 dias), apresentaram alteracées na expressao das
proteinas tau e GSK-3B, em hipocampo e cortex, assim como, alteracdo na memaria
visuo-espacial®.

Neste contexto, estudos pré-clinicos demonstram que a utilizacdo do
enriquecimento ambiental (EA) proporciona melhora nos aspectos cognitivos, estimula
a plasticidade cerebral, a neurogénese e proporciona um aumento da expressao de
fatores neurotroficos. Os fatores neurotroficos sdo expressos em grande quantidade
em algumas regifes encefalicas como o hipocampo e estdo envolvidos na
neuroplasticidade relacionada a memoéria e aprendizagem, bem como em
mecanismos protetivos contra os efeitos de possiveis insultos relacionados ao
SNC?Z324, O EA refere-se a condi¢cbes de habitacdo em que os animais sdo mantidos
em um ambiente que promove estimulagdo sensorial, minimiza interagdes sociais
estressantes, aumenta o exercicio voluntario, podendo ter um efeito sobre as fun¢des
cognitivas relacionadas a doencas do SNC?°. Estudos vém demonstrando que animais
submetidos ao EA conseguem realizar melhor as tarefas relacionadas a memoria e
ao aprendizado, associado a integridade hipocampal?®. Finalmente, ha evidéncias que
demonstram um aumento nos niveis de BDNF apds um periodo de EA27:28-O EA tem
apresentado efeitos benéficos em modelos experimentais de doencas como DA,
Parkinson, sindrome do X fragil, sindrome de Down e esquizofrenia®?°.

Diante do exposto, verifica-se que um ambiente enriquecido possa ser uma
alternativa na prevencao de alteracbes comportamentais e funcionais. O EA é uma
intervencdo ndo farmacolégica e ndo invasiva que pode proteger o SNC e prevenir as
consequéncias a longo prazo associadas a ativacdo imune. Transacionando para 0s
aspectos clinicos, a exposicdo precoce a um processo neuroinflamatorio torna o
cérebro mais suscetivel a desenvolver alteragcdes significativas no

neurodesenvolvimento associados a processos neurodegenerativos tardios. Um
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ambiente enriquecido pode ser adaptado a um ambiente domiciliar e escolar devido
ao seu baixo custo, proporcionando a crianca uma melhora nos aspectos cognitivos,
assim como, acao preventiva contra possiveis alteracées neurofuncionais a longo
prazo.

Diante disto, este estudo tem como pergunta de pesquisa: quais os efeitos da
utilizacdo de um ambiente enriquecido nos parametros comportamentais e
moleculares no SNC apos AIN? Perante o exposto acima este projeto baseia-se na
hipétese de que um ambiente enriquecido possa trazer beneficios significativos
quanto aos aspectos cognitivos em especial a memoria e o aprendizado e aos
parametros moleculares como diminuicdo dos niveis de citocinas, aumento dos niveis
de neurotrofinas, assim como, diminui¢cdo do imunocontetdo das proteinas envolvidas
no processo neurodegenerativo, minimizando o0s efeitos do processo
neuroinflamatério e promovendo efeitos preventivos quanto a aspectos relacionados

a neurodegeneracédo a longo prazo.

1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Neurodesenvolvimento

O neurodesenvolvimento consiste em um processo progressivo de aquisicao
de competéncias cognitivas, motoras e comportamentais. O desenvolvimento de tais
competéncias consiste em um processo continuo e evolutivo e depende da maturacao
fisica e neuronal. Em relacdo ao desenvolvimento cerebral, o sistema nervoso (SN)
tem sua formacdo iniciada ainda na concepcdo e continua a se desenvolver nos
periodos pré e poés-natal, incluindo a fase adulta®®3l. A modulacdo do
neurodesenvolvimento ocorre atraves da programacdo geneética, do nascimento
celular, da formagcdo de sinapses, da morte celular e da poda sinptica. A
especializacdo morfo-quimico-funcional permite a formacdo de conexdes entre
neurdnios®2, E fundamental que os neurdnios estabelecam conexdes entre si, pois
somente a partir da formacdo das redes neurais torna-se possivel o processo de
aprendizagem?.

O estégio final de maturacdo do SN é marcado pelo processo de mielinizacao.
Este processo se inicia no utero (sexto més de vida intrauterina) e se intensifica apos

0 nascimento. Desta forma o processo de mielinizagdo tem uma relacdo direta com a
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aprendizagem33. O cérebro em desenvolvimento é plastico, ou seja, capaz de
reorganizacdo de padroes e sistemas de conexdes sinapticas com vistas a
readequacgdo do crescimento do organismo as novas capacidades intelectuais e
comportamentais da crianca. Embora a producdo e a migracdo de neurdnios
aparecam como eventos pré-natais, os mesmos continuam durante um periodo
prolongado apos o nascimento com diferenciacdo e maturacdo durante toda a infancia
e fase adulta®®. A estrutura morfolégica e estrutural do encéfalo ndo esta
completamente estabelecida apds o hascimento e continua a se desenvolver ao longo
da primeira infancia3*.

De maneira geral, primeiramente amadurecem as regifes correspondentes as
funcdes primarias, tais como 0s sistemas motores e sensoriais. Em seguida,
amadurecem a regido do cOrtex de associacdo temporal e parietal, que esta
relacionado as habilidades basicas de linguagem e a atencdo espacial. Por ultimo,
amadurece o cOrtex pré-frontal, lateral e temporal, que sé@o areas de associa¢ao, que
intervém entre processos sensorio-motores e modulam a atencdo basica e 0s
processos de linguagem?34:35:36,

O desenvolvimento do SNC acontece de maneira continua recebendo
influéncia de fatores internos e externos, que podem interferir na trajetoria do
desenvolvimento e maturacéo neurolégica3’383°, Visto que o sistema inume no recém-
nascido ainda estd em processo de formacéo, torna-se mais vulneravel a exposicao a
insultos infecciosos como bactérias e processos inflamatérios. Esses fatores podem
levar ao comprometimento do desenvolvimento cerebral, contribuindo para mudancas

a longo prazo, como alteracfes nas funcdes cognitivas e comportamentais.

1.2.2 Ativagao Imune Neonatal

O sistema imune é formado por células e moléculas que protegem o organismo
contra doencas. Alguns patdégenos e seus produtos sdo capazes de ativar este
sistema, iniciando assim uma resposta imune“°. A ativacdo imune ocorre através de
um processo infeccioso, causado por agentes patogénicos como bactérias Gram-
positivas ou Gram-negativas*:#?, assim como através de endotoxinas ou mediadores
inflamatérios como o LPS*3.

A resposta imune inata € um mecanismo natural de defesa inicial que

compreende mecanismos de barreiras, celulares e fatores humorais. A defesa contra
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patdgenos é baseada, em partes, na expressao de receptores de reconhecimento de
padrao (PRRs) para estruturas especificas dos micro-organismos denominados de
padrées moleculares associados aos patégenos (PAMPs). Dentre os PRRs encontra-
se o0s receptores toll-like (TLR). Os TLR sdo uma familia de proteinas
transmembranas que atuam no sistema inume inato e sdo expressos na superficie de
monaocitos, macréfagos, células dendriticas, linfécitos, células epiteliais ou no
citoplasma de células de diferentes tecidos**.

Existem diferentes tipos de TLR identificados, dentre eles o TLR-4
que reconhece o LPS bacteriano, uma vez que o LPS entra em contato com o
organismo animal, inicia-se uma série de respostas no organismo infectado*®4°,

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-inflamatoérios que irdo ativar
a Oxido nitrico sintase induzivel e a ciclooxigenase. Outra funcéo bem descrita do NF-
KB é a estimulacédo e liberacdo de citocinas pro-inflamatérias*©.

As citocinas sao descritas como pequenas proteinas inflamatérias que podem
ser secretadas por inimeras células componentes do sistema imune como
macréfagos, neutrofilos e outros. Sabe-se que bactérias e virus sdo potentes
ativadores de citocinas pro-inflamatorias, tais como o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) e interleucinas (IL) 1 e IL-6, que sao os principais efetores da resposta imune
periférica e os principais mediadores de doencas neurais em resposta a infeccéo e a
inflamac&o®°1. O equilibrio existente entre a producdo de citocinas pré e anti-
inflamatorias, permite uma resposta imune efetiva e ao mesmo tempo, tem a fungéo
de proteger o hospedeiro de uma resposta inflamatéria excessiva®?. Em resumo, a
ativacdo imune através do LPS induz uma inflamacéo sistémica > através da ativacéo
do sistema imune inato com a liberacdo de citocinas pré-inflamatérias, como TNF-q,
IL-1, IL-6 e IL-8 e outros mediadores inflamatérios®*, juntamente com os PAMPS,
iniciando uma cascata de alteracdes fisiol6gicas e comportamentais®®°6.

Estudos vém demonstrando que a inflamacéo sistémica pode induzir um
guadro de neuroinflamacé&o associado a danos e/ou disfuncdes encefalicas devido a
um aumento da permeabilidade da BHE. O processo de neuroinflamacgéo pode
ocasionar alteracdes significativas em &areas especificas do SNC, provocando
prejuizos nas funcdes cognitivas a longo prazo!. Vale destacar que o sistema

imunologico do recém-nascido € mais vulneravel a patdogenos invasivos, mostrando-
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se mais suscetiveis a infec¢des, ou seja, a resposta inflamatoria sistémica decorrente
de um processo de ativacdo imune pode causar um comprometimento importante do
tecido encefalico em desenvolvimento>257:58,

Em animais neonatos submetidos a endotoxemia sistémica e avaliados quando
adultos, foi verificado comprometimento da memoria e do aprendizado associado a
um processo neuroiflamatoério®. Estudos pré-clinicos, em sua maioria, séo realizados
por inducao sistémica de LPS. A inducdo por LPS nas primeiras semanas de vida
reproduz algumas das complicacbes observadas em neonatos com sepse neonatal

como a producéo de repostas neuroinflamatorias?®.

1.1.3 Neuroinflamacéo

O SNC é um sistema imunologicamente privilegiado. E normalmente protegido
por trés elementos estruturais: a BHE com a interface entre o encéfalo e os vasos
sanguineos; a barreira sangue-liquido cefalorraquidiano (LCR), formada pelo plexo
coroide e a membrana aracnoide com 0s vasos sanguineos e o LCR; e a barreira
sangue-aracnoide, que é a interface dos vasos sanguineos com a camada do epitélio
da aracnoide subjacente a dura-mater. Essas barreiras sdo estruturas especializadas
do SNC gque controlam e regulam a homeostase®®. A BHE é formada pela membrana
basal do endotélio, pericitos, astrocitos, que, em conjunto com as jun¢des oclusivas,
dificultam o contato entre o SNC e oOrgdos periféricos. Moléculas presentes na
circulacao sistémica, como as citocinas, que contribuindo para a iniciacéo,
manutencdo e regulacdo de respostas imunes inflamatorias tém dificuldade de
penetrar no SNC®,

Neste contexto acredita-se que a desregulacdo da BHE ocasione a exposicao
do SNC a substancias nocivas e/ou téxicas, envolvidas na morte neuronal®'62.63, O
aumento da permeabilidade da BHE é ocasionado, em grande parte, pelo aumento
dos niveis das citocinas pro-inflamatorias sistémicas que atravessam e acessam 0
tecido encefalico®>%763, Um grande nimero de células imunes efetoras sdo
mobilizadas para a circulacdo e, concomitantemente, estas células imunes secretam
citocinas pro-inflamatorias como o TNF-a e IL-1pB que atravessam facilmente a BHE
no parénquima cerebral®. Em sequéncia, as citocinas pré-inflamatdrias podem ativar

a microglia, célula imune residente do SNC e iniciar uma complexa cascata
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inflamatoria incluindo a liberac&o excessiva de citocinas pro-inflamatorias diretamente
no tecido encefalico®>:,

Durante o processo de desenvolvimento a ativagéo imune no SNC, envolve a
microglia e astrocitos, que constituem as células imunes residentes e desempenham
um papel importante na regulacdo da homeostase®’. Os astrdcitos desempenham a
funcdo de protecao do tecido neuronal pela promocéo do reparo celular, modulacéo
de neurotrofinas, o reestabelecimento da permeabilidade da BHE e a promocéao da
neurovascularizagdo e a neurogenese®’. No entanto, estimulos excessivos aos
astrocitos podem resultar na faléncia da reparacao da BHE, infiltracdo leucocitéria,
desmielinizacdo e morte de células oligodendrocitas®®. Apds a ativacdo da microglia,
ha producdo de metabolitos que provocam a morte neuronal e impedem a
neurogenese®. As concentracdes elevadas de citocinas pré-inflamatdérias no encéfalo
sdo responsaveis por ativar a microglia, liberando concentracdes ainda maiores de
mediadores proé-inflamatérios potencialmente téxicos, causando danos reversiveis e
irreversiveis no encéfalo em desenvolvimento’®71,

Além disso, a ativagdo microglial também foi associada a um aumento da
expressdo de TNF-a IL-1B, IL-6 e IL-10 no tecido encefalico apdés a inflamacao
sistémica’>’374. A microglia afeta a maturagcdo neuronal ao desempenhar acées na
poda sinaptica, na homeostase e nos circuitos neuronais. Estas alterac6es, podem
contribuir para o desenvolvimento de uma variedade de disfungdes neuronais e
comportamentais’®, assim como a relacdo com processos neurodegenerativos’.
Neste contexto, a neuroinflamacdo pode contribuir significativamente para a
progressdo de doencas neurodegenerativas, como a doenca de Parkinson, a DA, a
esclerose multipla, doenca de Huntington e esclerose lateral amiotréfica®26.76.77, Em
um estudo realizado por Laske e colaboradores (2013), foi demonstrado que o
receptor TNF pode ser um biomarcador inflamatério para melhor compreensédo de
doencas neurodegenerativas como a DA’8. Estudos demonstram a associacéo entre
a DA e biomarcadores inflamatorios como IL-1p, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-
18 e TNF-a980,

Evidéncias vém demonstrando que o processo neuroinflamatério pode estar
relacionado a processos neurodegenerativos8:. Estudos utilizando o LPS,
demonstram que esta endotoxina pode estar envolvida em eventos patoldgicos
ligados aos processos neurodegenerativos. Neste contexto o LPS pode servir como

um elo entre a neuroinflamagéo e neurodegeneracéo possibilitando assim um maior



22

entendimento dos processos que ocorrem em doencas neurodegenerativas como
DAB828384 Estudos evidenciam uma possivel associacdo entre a neuropatologia da DA
e as concentracdes de LPS em tecido cerebral, observando a presenca concomitante
de LPS e proteina B-amiloide (AB) na substancia branca e cinzenta em tecido cerebral
de sujeitos diagnosticados com DA®. Em um estudo foi observado que a
administracdo de LPS por 7 dias aumentou a expressdao de AB, desencadeando
degeneracéo neuronal®. Assim como em outra pesquisa foi observado concentracdes
elevadas de LPS no neocértex e no hipocampo de tecido cerebral de individuos com
diagndsticos de DA8788,

Estudos demonstraram que uma unica injecao de LPS aumentou os niveis de
TNF-a e IL-18 em cOrtex e hipocampo de camundongos transgénicos (Tg2576) com
16 meses de idade, nas primeiras 6 horas apds estimulo® e aumento nos niveis de
IL-18, IL-6 e TNF-a em um estudo utilizando animais com 2 meses de idade da
linhagem Sprague Dawley®°. Outro estudo também utilizando uma Unica injecédo de
LPS conseguiu observar um aumento nos niveis de TNF-a e A IL-18 nas mesmas
areas cerebrais apos 10 meses da exposicdo ao LPS. Ressaltando que a IL-18 pode
atuar na progressao da neurodegeneracao e disfuncao cognitiva.

A inducéo de LPS pode contribuir para o0 aumento nos niveis de A favorecendo
a formacgédo de emaranhados neurofibrilares®. Em estudos pré-clinicos foi observado
que a injecao de LPS aumentou ndo somente os niveis de AB sollveis, mas também
da proteina tau fosforilada no tecido cerebral dos animais®°:. Em um outro estudo a
administracdo sistémica de LPS promoveu um aumento da fosforilagcdo da proteina
tau e como possivel consequéncia a ativacdo da proteina GSK-3 em camundongos®?.
Além de contribuir para o aumento das proteinas, estudos demonstram que a inducao
por LPS contribui para o desenvolvimento de déficits cognitivos®3:94.95,

Recentemente, foi demonstrado que animais que receberam uma Unica injecao
de LPS de maneira sistémica no sétimo dia pés-natal, apresentaram um aumento de
células apoptoticas apds 24 horas e um aumento dos niveis de IL-6, IL-13 e TNF-a
entre 6 e 48 horas em tecido encefalico. A ativacdo microglial foi observada apos 48
horas da exposicdo ao LPS. Neste mesmo estudo, os autores mostraram que estas
alteracdes persistem até 7 dias apés a endotoxemia®®- Outro estudo demonstrou que
a ativacao imune sistémica por LPS no terceiro e no quinto dia pos-natal aumento os
niveis de TNF-a e IL-1B em hipocampo de animais avaliados quando adultos®®. Assim

como, foi verificado que uma Unica injecdo de LPS no sétimo dia pds-natal aumentou
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os niveis de IL-6, IL-1B e TNF-a associado a um aumento da ativagcdo microglial em
tecido encefalico apés 48 horas e 7 dias da exposicdo endotoxémica®8.

O encéfalo dos neonatos € mais vulneravel a alterac6es decorrentes de uma
resposta inflamatéria sistémica®b’. Estudos realizados em modelos animais utilizando
LPS durante a primeira semana p6s-natal mostraram que a inflamacéo sistémica pode
interferir na maturagdo do SNC, causando atrofia neuronal, atraso de mielinizacéo,
lesdo da substancia branca e paralisia cerebral®/%, Qutros estudos também tém
demonstrado uma perda na densidade cortical de substancia cinzenta ao longo do
tempo apds a exposicdo ao LPS no periodo pds-natal®9:100.101,

Estudos apontam que o processo neuroinflamatorio em neonatos pode estar
associado a déficits neuroldgicos a longo prazo®:°’. Um estudo realizado por Comim
e colaboradores (2016) demonstrou que 0s animais expostos ao LPS no periodo
neonatal apresentaram alteracdes na memoria de habituacdo, de aversao e de
reconhecimento de objetivos quando adultos*. Além disso, foi demonstrado que uma
Gnica injecdo sistémica de LPS no décimo quarto dia pos-natal alterou o
comportamento social quando os animais completaram 21 dias de vida!®,

Wang e colaboradores (2013) mostram que a exposicdo neonatal ao LPS
resultou em déficits cognitivos e reducao no volume do hipocampo, associado a
respostas inflamatérias sustentadas no hipocampo em animais com 71 dias de vida04.
Também foram observados um aumento do numero de microglias ativadas e um
aumento dos niveis de IL-18 no hipocampo. Este estudo revelou que a exposicao
neonatal ao LPS e a neuroinflamacao causaram lesdes persistentes no hipocampo e
resultaram em um comprometimento da memoria a longo prazo. Em um estudo
realizado por Stoll e colaboradores (2004) foi possivel observar a associacéo entre a
sepse neonatal e déficits cognitivos. Apos a avaliacao de criancas entre 18 e 22 meses
de idade, foi possivel observar que aquelas que apresentaram sepse no periodo
neonatal, demonstraram maior comprometimento das funcdes cognitival®. Neste
contexto, Selkoe e colaboradores (2000) demonstraram que o0 acumulo dos
mediadores inflamatorios em tecido encefalico é normalmente acompanhado de perda
neuronal, principalmente em areas corticais e hipocampais, resultando na perda
progressiva das funcées cognitivast?®.

O LPS, realiza a indugédo de células inumes residentes no cérebro, como a

microglia, que libera mediadores inflamatorios. O desencadeamento da producédo de
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citocinas pro-inflamatérias através do LPS, em especial em células imaturas,

influenciam no processo de neurodegneracéao#1516,

1.1.4 Processos neurodegenerativos associados a ativagdo imune neonatal e

processos neuroinflamatérios

A neurodegeneracdo caracteriza-se pela perda crbnica progressiva da
estrutura e funcdes dos materiais neuronais, resultando em deficiéncias funcionais,
podendo ocasionar morte neuronal’®”. As interacdes imunes no processo
neurodegenerativo podem ocorrer no interior dos neurénios, no tecido encefélico ou
no ambiente sistémico através de citocinas, neurotransmissores, interacdes célula-
célula e nervos periféricos. Alteragcbes em qualquer desses niveis de organizacdo
podem modular processos neurodegenerativos no SNC!%108  As doencas
neurodegenerativas sao caracterizadas por uma morte neuronal prematura em
regioes focais do cérebro. S&o condi¢des debilitantes que afetam pessoas de todas
as idades, caracterizada por uma degeneracdo progressiva das células neuronais,
resultando no comprometimento das fungbes superiores®10 sio exemplos de
doencas neurodegenerativas DA, doenca de Parkinson, Esclerose Mdltipla entre
outras.

Dentro dos processos degenerativos, a deméncia se caracteriza por um
declinio de memaria associado ao déficit de pelo menos uma outra fung@o cognitiva
(linguagem, percepcbes ou funcdes executivas) com intensidade suficiente para
interferir no desempenho social ou profissional do individuo. Este declinio ndo pode
ser relacionado ao processo de envelhecimento normalt®11,

Dentre os tipos de deméncia, a DA tem sido descrita como uma das principais
e mais prevalentes doencas de carater neurodegenerativo progressivo?’ que se
caracteriza por uma deterioracao global e irreversivel de diversas funcfes cognitivas
(memodria, atencdo, concentracdo, linguagem, pensamento, entre outras), associada
a déficits na organizacao espacial, podendo haver desorientacédo de espaco e tempo
e alteragbes no comportamento e na personalidade'®®. Um dos primeiros sintomas
consiste na perda da memoaria episddica para eventos recentes, no entanto, o déficit
na memoria pode evoluir, comprometendo também a memoria semantica e de

trabalho. Pode ser observado também comprometimento das funcdes executivas
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(julgamento, planejamento e abstracédo), dificuldade para fazer calculos'? e também
da funcdo motoral%,

O processo degenerativo presente na DA, pode levar a uma degeneracao
difusa das sinapses no hipocampo, no cortex cerebral e em algumas estruturas
subcorticais, que ultrapassa o minimo necessario para a execucdo da funcao
mnemonical®. A andlise histopatolégica de materiais decorrentes da autépsia em
paciente com DA, revela perda neuronal no cortex cerebral e degeneracdes sinapticas
intensas, tanto no hipocampo quanto em nivel neocortical. Também é possivel
identificar depdsitos extracelulares de peptideos p-amiloide, placas senis e
emaranhados neurofibrilares de proteina tau hiperfosforilada!!?13. Os emaranhados
neurofibrilares e as placas senis podem estar presentes nos cérebros normalmente
senis mas em menor quantidade e com distribuicdo menos extensal4.

A proteina percursora amiloide (APP), é uma proteina transmembrana integral,
gue esta envolvida na transducao de sinais, alongamento axonal, adesdo e migracao
celular, transporte de proteinas e sinaptogénese!!® e representa uma das proteinas
mais abundantes no SNC?% Ela sofre clivagem apds sua sintese, dando origem ao
fragmento denominado proteina B-amiloide (AB), composto de 42 aminoacidos!!®.
Esse fragmento é mais amiloigénico do que a proteina original pois tem a propriedade
de agregacdao proteica na parte extracelular dos neurénios. Portanto uma vez que se
encontre em quantidade maior que a normal, o acimulo resultara na formacéo de
fibras amiloides gerando placas senis??. O acumulo de AB desencadeia eventos
neurotéxicos, disfuncdo mitocondrial, estresse oxidativo, resposta neuroinflamatoria
anormal, diminuicdo da neuroplasticidade e neogénese e hiperfosforilacdo da proteina
tau?196.117 assim como, diminuicdo da neurotransmissdo colinérgica, contribuindo
para as alteracfes cognitivas!'® Estes eventos acabam ampliando a neurotoxicidade
da A®, culminando na morte neuronal®?.

A proteina Tau faz parte da familia das proteinas associadas aos microtubulos
(MAP). Encontrada na maioria dos tecidos, é expressa no SNC e periférico?l. A
principal funcdo das MAPs é estabilizar os microttbulos pela agregacéo da tubulina®®,
sendo que a estabilidade depende do estado de fosforilagdo da proteina Tau'?®: Nas
doencas degenerativas, a proteina Tau apresentam-se na forma de filamentos
anormais insollveis e hiperfosforilados!?!. Ao estar anormalmente fosforilada, é

menos capaz de polimerizar a tubulina e provocar uma ruptura do citoesqueleto celular
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e por consequéncia, morte neuronal’®. Todos as alteracdes na proteina Tau modificam
o transporte axonal, que é vital e necessario para a manutencdo da homeostase
neuronal. A hiperfosforilagdo da Tau propicia a formagéo de agregados, bloqueando
a ligacdo intracelular de proteinas neurotréficas, assim como outras proteinas
funcionais, resultando em perda ou declinio do transporte axonal nos neurdnios??. A
interrupcdo do transporte dos potenciais de acdo pelos axdnios afetados causa
disfuncéo e morte celular'®.

Neste contexto, algumas proteinas-cinases e fosfatases estdo envolvidas na
regulacdo da fosforilagéo da tau. Dentre estas, a GSK-3 vem sendo considerada a
mais importante tau-cinase nos neurdnios??. Nos mamiferos, a GSK-3 é codificada por
dois genes altamente relacionados que codificam GSK-3a e GSK-3,
respectivamente. No cérebro, a GSK-3f regula muitos processos celulares, atuando
como um interruptor chave que controla numerosas vias de sinalizagdo?3124, A
desregulacédo do GSK-3[ pode ser encontrada no desenvolvimento de doencas como
cancer, diabetes, DA, transtornos psiquiatricos como esquizofrenia e transtorno de
humor bipolar, doencas inflamatérias, entre outros!?>. A GSK-3B exerce papel
importante no metabolismo do glicogénio, na ativacdo de fatores de transcricao e é
uma enzima chave na regulacdo do metabolismo celular, incluindo a fosforilacdo da
proteina tau®?.

A GSK-3B desempenha papel importante na fisiopatologia da DA% sendo
encontrada em niveis aumentados no hipocampo??®1?7. A desregulacdo do
metabolismo da GSK-3p pode levar a um aumento da atividade dessa proteina. Esta
desregulacdo pode tornar-se um evento patologico, contribuindo para o aumento da
producéo de AR e estar relacionada ao processo de hiperfosforilagdo da Tau®?®. Além
disso, a GSK-3B estd envolvida nos déficits de aprendizagem e memoria, em
respostas inflamatérias e no processo de neurodegeneracdo®. O aumento da
expressdo da GSK-3B em hipocampo de camundongo resulta em desempenho
prejudicado no teste comportamental do labirinto aquatico de Morris, hiperfosforilacao
da tau e morte neuronal®?. Evidéncias demonstram que os inibidores de GSK-3
melhoram func¢des cognitivos em modelos animais, aspecto importante, visto que
déficits cognitvos e a deméncia sdo caracteristicas de doencas
neurodegenerativas!s?,

A GSK-3B também é um mediador chave da apoptose'®? e portanto, pode

contribuir diretamente para a perda neuronal. Em estudos utilizando modelo animal,
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observou-se que o aumento da expressao de GSK-3[ esta relacionado a apoptose
em areas cerebrais como o hipocampo. O hipocampo esta envolvido no processo de
memoéria e aprendizado, aspectos cognitivos estes que se encontram alterados na
DA133134 A GSK-3B promove a producdo de citocinas pré-inflamatérias, como IL-6,
IL-18 e TNF®” e diminui a producdo de IL-10. Esse ambiente pré-inflamatério é
prejudicial para os neurdnios imaturos pois inibe sua maturacdo adequada®®4,

Estudos demonstram que as proteinas B-amiloide, tau e GSK-3B estdo
envolvidas no processo de neurodegeneracao e nos déficits das funcbes cognitivas
como a memoria e a aprendizagem?®. Alteracdes das proteinas GSK-3 e Tau estdo
relacionados ao transporte axonal, levando ao comprometimento da memoaria e do
aprendizado, como resultado da disfuncdo sinaptical?”132135  Camundongos
transgénicos para a GSK-3B apresentaram uma hiperfosforilagdo da proteina Tau e
exibiram dificuldades no reconhecimento visuoespacial no teste do labirinto aquético
de Morris'®. Estudos in vitro e em modelos animais indicam que agentes patogénicos
induzem a formacédo de AP, placas amiloides e ocasionam a hiperfosforilagdo da
Tau'36137 Utilizando animais transgénicos, Tracy e colaboradores (2016) mostraram
que o aumento da expressdo da Tau inibe a plasticidade sindptica subjacente as
deficiéncias na memaria dependente do hipocampo, como a memdaria visuoespacial.
Neste contexto, uma importante revisao de literatura concluiu que o potencial de longa
duracdo (LTP), essencial nos processos de aprendizado e memodria, é influenciada
pelo aumento da expressado de GSK-3p.

Dias e colaboradores (2019) demonstraram que animais expostos a AIN aos
dois dias de vida, apresentaram alteracbes na memoaria visuoespacial, através do
teste do Labirinto Aquatico de Morris. E observaram nestes animais, aumento na
expressao da proteina GSK- 33 em hipocampo aos 60, 120 e 180 dias de vida e no
cortex aos 120 e 180 dias, assim como, aumento na expressao da proteina Tau em
hipocampo e cértex aos 120 dias e em hipocampo aos 180 dias de vida®.

Estudos demonstram evidéncias de que a neuroinflamagcdo possa estar
envolvida nas doencas neurodegenerativas's como a DA, demonstrando que o dano
neuronal, pode ser resultado do processo de inflamacéo em &reas do SNC. Pesquisas
mostram que em cérebros de individuos com diagnéstico de doencas
neurodegenerativas, houve um aumento nos niveis de mediadores inflamatérios's. A
expressdo de BDNF também pode estar alterado nestas doencas. No hipocampo, o

BDNF é um componente vital para plasticidade sinaptica e formacdo de memaria’®.
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Problemas na expressao dessas neurotrofinas estdo associados ao comprometimento
da formacédo da memoéria e a neurodegeneragdo®®.

Estudos demonstraram que criangas que desenvolveram infecc¢des sistémicas
recorrentes apresentaram déficits cognitivos durante a infancia e a vida adultal4?. Ha
evidéncias que sugerem uma possivel relacdo entre a sepse e a patogénese da DA,
visto que a sepse esta associada ao estresse oxidativo, ao aumento dos niveis de
citocinas inflamatérias e ao 6xido nitrico, podendo causar disfuncdo neuronal e
neurodegeneracdo*t142, Em um estudo utilizando modelo animal, observou-se que
um grupo de animais expostos a endotoxemia por LPS, apresentaram consequéncias
a longo prazo, como déficit de memoéria, déficits comportamentais e perda neuronal
em regifes do hipocampo. Também se encontrou um namero reduzido de células no
cortex pré-frontal, o que pode ocasionar desorientacdo e maior dificuldade na
execucdo de tarefas mais complexas43,

O estudo de Semmler e colaboradores (2007), refor¢a que a endotoxemia pode
levar a perdas substanciais de neurbnios e inervacdo colinérgica em diferentes
regides do cérebro até 90 dias apds a exposi¢cao endotoxémica, o que poderia justificar
os déficits nas funcbes cognitivas e comportamentais*®. Animais submetidos a
endotoxemia no periodo neonatal apresentaram comprometimento da memoria de
habituacao, aversiva e de reconhecimento de objetos quando adultos, demonstrando
que o processo neuroinflamatério no periodo de desenvolvimento pode ter
consequéncias a longo prazo*.

Perante as alteracBes causadas pelo processo de neuroinflamacédo e sua
possivel correlagdo com processos neurodegenerativos!#* estudos vém
demonstrando que mudancgas no ambiente podem possibilitar alteragbes em aspectos
cognitivos e no desenvolvimento e funcionamento do cérebro. Sendo assim, o EA
apresenta-se como uma técnica néo invasiva e de baixo custo, podendo ser eficiente

nos processos de memdéria e aprendizagem em modelos pré-clinicos.

1.1.7 Enriquecimento Ambiental

O EA consiste em uma técnica que busca modificar o ambiente, tornando-o
mais natural e confortavel, tendo como objetivo fornecer oportunidades para os
individuos expressarem o maximo possivel de seus comportamentos naturais. O EA

aborda a combinacdo de interacdo social, exercicio fisico e exposicdo a diferentes
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objetos que contribuem para o bem-estar dos animais, assim como, estimulacdo de
areas visuais, motoras, cognitivas e somatosensoriais?®. Além disso, o ambiente
enriquecido poder estimular a plasticidade cerebral, a neurogénese e proporcionar
aumento da expresséo de fatores neurotroficos, bem como proteger contra os efeitos
de possiveis insultos relacionados ao SNC14*>

Os animais sao mantidos em gaiolas espacosas contendo brinquedos, rodas
de correr e objetos com formas e texturas diferentes. A troca de objetos e da posicao
dos mesmos, dentro das gaiolas s&o de fundamental importancia para o
funcionamento do modelo, pois estas alteracdes no ambiente contribuem para a
formacdo de mapas espaciais, podendo promover o aumento na plasticidade
hipocampal dos animais. O periodo de exposicdo ao ambiente enriquecido vem sendo
considerado algo muito importante na qualidade dos resultados obtidos, visto que
periodos muito curtos em ambientes enriquecidos ndo promovem 0S mMesmos
resultados que periodos mais prolongados4®,

Os animais expostos a ambientes enriquecidos demonstram melhora em
aspectos como memoria e aprendizado!4”148, assim como, parece influenciar no
desenvolvimento e funcionamento do cérebro, promovendo habilidades cognitivas
principalmente circuitos neurais, corticais e hipocampais!*®. Em relacéo as alteracdes
neurobiolégicas, o EA resulta em aumento da espessura do cortex cerebral e do
tamanho dos neurdnios, favorece a neurogénese hipocampal, ramificacdo dendritica
e formacao sinaptica e reforgco do LTP148149.15 Em um estudo realizado por Leggio e
colaboradores (2005) foi relatado que o ambiente enriquecido contribui para
alteracbes comportamentais dos animais através da utilizacdo de objetos que
estimulem aspectos cognitivo, exercicios fisicos e interacdo social. O estudo ainda
demonstra o aumento dos niveis de fatores neurotréficos que otimizam o processo de
aprendizado?®®?.

O EA proporciona uma melhora no desempenho das fungdes cognitivas
avaliadas em modelos animais, além de reduzir o déficit da memoria decorrente do
envelhecimento. Estudos demonstram que animais submetidos ao protocolo de EA
apresentaram melhores resultados em tarefas relacionadas a memoéria e
aprendizagem, sendo que 0s animais que estdo em ambientes enriquecidos
demonstram aprendizado mais rapido e melhor adaptacédo ao novo ambiente®2. Isso
€ possivel observar nos estudos que utilizam testes comportamentais, como o labirinto

aguatico de Morris, que avalia a memaria espacial dependente do hipocampo. Os
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estudos demonstram que 0s animais expostos ao EA apresentam melhor
desempenho que os animais que estdo em um ambiente empobrecido de estimulos
sensoriais, motores e cognitivos, trazendo prejuizos ao desempenho da memoéria e
diminuicdo dos niveis de BDNF maduro (mBDNF) no hipocampo. Estudos j& vendo
apontando que o mBDNF é uma molécula importante nos processamentos de
memoria e aprendizado e na neuroplasticidade'®*. O mesmo acontece em estudos
gue avaliaram os animais apés o EA através do teste do campo aberto. Os animais
demonstraram maior capacidade de habituar-se e ajustar-se a novos estimulos,
demonstrando melhora no processamento de informagédo e adaptagdo#’:148, Em um
estudo de Dong e Colaboradores (2007), os autores utilizaram um modelo de EA,
onde os animais foram expostos ao ambiente enriquecido durante trés horas por dia,
cinco dias por semana e em um periodo de cinco meses. Foi demonstrado que o
protocolo de EA possibilitou melhora no desempenho dos animais no teste do labirinto
aquatico de Morris*®®,

Reforcando a importancia do EA para o processo de memoria e aprendizado,
os resultados de alguns estudos demonstram que a exposi¢cao de animais a ambientes
enriquecidos tem mostrado uma melhora na memdéria espacial'®®, na memdria
emocional, na resolucdo de problemas!®’158 e na prevencdo do declinio cognitivo
relacionado ao envelhecimento, assim como, efeito antidepressivo e ansiolitico'>® Em
um estudo realizado por Lambert e colaboradores (2005), demonstrou-se que 0S
estimulos ambientais tem reduzido as deficiéncias de memoria e aprendizado
relacionado ao envelhecimento em camundongos®®. Em um estudo com modelo
animal de isquemia-reperfusdo, Rojas (2013), mostrou que a estimulacao fornecida
pelo EA promoveu a recuperacao de déficits relacionados a memoaria espacial e de
reconhecimento de objetos e preservou a densidade do hipocampo?6. Segundo
Lambert e colaboradores (2005), o EA pode produzir modificacbes em areas do
cérebro relacionadas ao aprendizado e a memaéria como o hipocampo e 0 neocortex,
resultado no espessamento do cértex dos animaist®® Mudancas significativas na
bioquimica cerebral, morfologia sinaptica e funcdo neuronal também foram
observados neste modelo experimental'#’.

O EA mostrou-se eficaz em um modelo animal de epilepsia, no qual apés 30
dias de exposicdo ao ambiente enriquecido, 0os animais apresentaram menor
comportamento de hiperatividade e ansiedade, assim como, melhor reconhecimento

olfatério e aprendizagem espacial'®'162, Em pesquisa sobre o EA no tratamento de
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sequelas causadas pelo acidente vascular cerebral em modelos animais, o EA
favoreceu a plasticidade na dominancia ocular, além de restabelecer a plasticidade da
dominéncia ocular ja perdida em animais adultos criados em alojamento padréo,
indicando alteracGes adaptativas nos circuitos corticais!2,

Apesar dos diversos estudos evidenciarem que o EA proporciona uma melhora
nos aspectos relacionados aos processos de memodria e aprendizagem,
demonstrando principalmente que modelos animais que S&0 expostos aos protocolos
de EA apresentam melhor desempenho em testes comportamentais do que 0s
animais ndo expostos, 0S mecanismos pelos quais 0 enriquecimento aprimora o
aprendizado e a memodria ainda néo esta totalmente conhecido e descrito!4.

Os estudos demonstram que além das mudancas nos aspectos
comportamentais e cognitivos, o EA também pode proporcionar um aumento nos
niveis de BDNF apds um periodo de EA?"28, Estudos demonstram que o EA promoveu
a plasticidade neural através de niveis crescentes de BDNF e fator de crescimento de
nervo (NGF) no cérebrot>166  Qutros estudos também evidenciaram que a EA pode
reduzir tanto o estresse oxidativol®’ quanto o processo inflamatério no tecido
encefalico'®®. No estudo de Zhu e colaboradores (2006) foi possivel observar que
animais expostos ao ambiente enriquecido apresentam aumento dos niveis de BDNF
no cerebelo, hipocampo e em &reas corticais'®®. Em recente estudo realizado por
Giacobbo e colaboradores (2019), foi observado que EA aumentou 0s niveis centrais
de proBDNF e mBDNF, juntamente com aumento da plasticidade neuronal e melhora
no desempenho da memdéria em animais jovens e de meia-idade!’°. No entanto, as
vias que o EA utiliza para ocasionar estas mudancas ndo estdo totalmente
esclarecidas na literatura.

A influéncia do EA tem apresentado efeitos benéficos em modelos animais de
doencas do SNC como DA, Parkinson, sindrome do X fragil, sindrome de Down e
esquizofrenia. De modo geral, diversos estudos indicam que animais expostos ao EA
apresentam desempenho melhor em muitas tarefas se comparados a animais criados
em ambientes pobres em estimulacéo?s- Em um estudo realizado com modelo animal
de DA (camundongos transgénicos APP23) com 10 semanas de idade submetidos a
exposicdo do EA por um més, mostrou-se um melhor desempenho no teste
comportamental do labirinto aquético de Morris e aumento na produgéao de BDNF no
hipocampo em comparacédo com camundongos que ndo foram expostos ao EA’1. Em

outro estudo utilizando camundongos transgénicos com patologia da DA (TQCRNDS),
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mostrou que o EA esta associado a um amento no nimero de novos neurénios no
hipocampo'’2,

O ambiente enriquecido também vem demonstrando apresentar efeitos
neuroprotetores tanto nos aspectos cognitivos como em areas estruturais do
neocortex. Mas esses efeitos parecem depender em parte da atividade do BDNF,
pois 0 ambiente enriquecido demostrou restaurar os niveis de expressao de BDNF,
que aparece diminuidos em algumas patologias'’31/4, Em um estudo animal utilizando
um modelo transgénico de DA, Hu e colaboradores (2010) mostraram que animais
com 21 dias de vida expostos a um ambiente enriquecido por um periodo de 30 dias
reverteu a neurogénese prejudicada no inicio da doenca e aumentou a plasticidade
sinaptica. Assim como, neste mesmo estudo o EA realizado por um periodo foi
associado a uma diminuigdo nos niveis de A no cortex e hipocampo dos animais
transgénicos e observou-se uma diminuicdo da hiperfosforilacdo da proteina tau. Tais
achados sugerem que a experiéncia em um ambiente enriquecido diminui a atividade
patoldgica de quinases e fosfatases regulando os niveis de fosforilacdo da taul’®.
Outros estudos também descrevem que animais expostos ao EA por um periodo de
30 dias, demonstraram reducfes nos niveis de AB e depdsitos de amiloide em
comparagdo com animais em condicdes de alojamento padrdo4 176,

Estudos pré-clinicos e clinicos tém sugerido que o EA pode melhorar ou mesmo
reverter efeitos desfavoraveis do envelhecimento no cérebro, assim como, os efeitos
prejudiciais de determinadas patologias'4”177. A exposicdo ao EA durante o periodo
pré-natal, demostra ter efeitos nos aspectos emocionais e hormonais a longo prazo
nos descendentes!’®. Além disso, esses estudos fornecem evidéncias de efeitos
benéficos sobre o comportamento e performance cognitiva da prole, especificamente
na aprendizagem e memoria com indicios de alteragbes estruturais cerebrais. Um
estudo demonstrou que o EA precoce, ou seja, no pré-desmame diminui a ansiedade
em ratos a longo prazo, e ainda pode aumentar o nivel de cuidados maternos’®.

Perante os estudos apresentados, pode-se observar que o EA contribui para a
melhora em aspectos cognitivos como processos de memoria e aprendizagem,
levando a alteragdes comportamentais, neurobioldgicas e neuroquimicas. Diante disto
acredita-se que a aplicagdao de um protocolo de EA, possa ser uma alternativa
promissora na reducdo ou prevencao de alteracbes nos processos de memoria e
aprendizagem, que a longo prazo se estabelecem como efeitos do processo de

neuroinflamacao, resultado da , assim como, uma técnica que possa atuar nas vias
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relacionadas as alteracbes na proteina GSK-3B e no peptideo B-amiloide, estas
envolvidas em processo de neurodegeneracdo. Portanto a EA pode tornar-se uma

alternativa eficaz na prevencao de alteracdes relacionadas ao neurodesenvolvimento.

1.1.8 Modelo animal de ativagcé&o imune neonatal

O LPS é uma endotoxina bacterina que induz efeitos inflamatoérios e pro-
coagulantes. E um componente da membrana plasmatica de bactérias gram-negativa
e reconhecido como principal fator responsavel por manifestacbes toxicas de
infeccdes gram-negativas severas e inflamacéo generalizada'”®10,

A AIN, em animais é provocada pela exposi¢cdo endotoxémica ao LPS. O LPS
€ reconhecido pelo sistema imune como um agente patogénico associado aos
PAMPs. Ele também se liga ao TLR-4 em mondcitos e macrofagos, constituindo com
esta ligacdo uma cascata de eventos que conduz a inflamacg&o®®.

Existem diferentes tipos de TLR identificados, dentre eles o TLR-4
que reconhece o LPS bacteriano**. A administracdo de LPS, um componente da
parede celular de bactérias Gram-negativas em animais, estd associada a uma
resposta inflamatoéria através do seu reconhecimento pelo sistema imune inato. Este
reconhecimento acontece principalmente através dos receptores TLR-4464°, Uma vez
gue o LPS entra em contato com o organismo animal, seja a partir de uma bactéria
Gram-negativa ou pela administracdo direta do mesmo, inicia-se uma série de
respostas no organismo infectado. Esta endotoxina pode atuar em macrofagos,
mondacitos, neutroéfilos, 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 atuagédo do TLR-443, A ligacédo
entre 0 TLR-4 e o LPS resulta no aumento da producéo de citocinas pro-inflamatérias,
translocacdo do fator nuclear NF-kB e posteriormente a transcricdo de genes que
codificam mediadores inflamatérios, tais como TNF-a, IL-1j3, IL-6 e [L-856:53,

Estudos em modelos animais, em sua maioria, sdo realizados por inducdo de
LPS em camundongos por demonstrarem uma resposta exacerbada as citocinas pro-
inflamatérias no SNC e apresentarem prejuizos comportamentais e disfungdes

cognitivas semelhantes a sepse. A inducdo de endotoxemia por LPS nas primeiras
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semanas de vida reproduz algumas das complicacfes observadas em neonatos com

sepse neonatal'8’,
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2. OBJETIVOS

2.20BJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos de um ambiente enriguecido nos parametros

comportamentais e moleculares em longo prazo no sistema nervoso central apos AIN.

2.30BJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos de dois protocolos de enriquecimento ambiental sobre
a memoria e o aprendizado em camundongos adultos submetidos a AIN.

Avaliar os efeitos do enriquecimento ambiental sobre os niveis de citocinas IL-
1B, TNF-q, IL-6, IL-10 no cértex e hipocampo de camundongos adultos submetidos a
AIN.

Analisar os efeitos do enriqguecimento ambiental sobre os niveis de BDNF no
cortex e hipocampo de camundongos adultos submetidos a AIN.

Verificar a influéncia do enriquecimento ambiental sobre o imunocontetdo da
proteina GSK-3[ no cértex total e hipocampo de camundongos adultos submetidos a
AIN.

Verificar a influéncia do enriquecimento ambiental sobre o imunocontetdo do
peptideo B-amiloide no cortex total e hipocampo de camundongos adultos submetidos
a AlN.
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Este projeto refere-se a um estudo experimental pré-clinico, com uso de um

modelo animal. Foi realizado no Laboratério de Neurociéncias Experimental (LaNEX)

e no Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade do Sul de Santa

Catarina (UNISUL).

3.2 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Para a realizacdo deste estudo foram utilizados os materiais e equipamentos

descritos no quadro 1.

Quadro 1 - Materiais e equipamentos

(Continua)
Materiais Especificacéo Marca Pais
Equipamentos
LPS 026:B6L E.Coli Sigma Aldrich Brasil
PBS pH 7.4 Thermo Fisher | Brasil
Scientific
Gel de poliacrilamida TGX Stain-Free™ | BioRad Brasil
FastCast™ Acrylamide
Solucions
Membrana PVDF Pore size 0.45 pm,sheet W | Sigma Aldrich Brasil
X L140mmx160mm,pkg of
25 ea
Anticorpo secundario anti-rabbit e anti-mouse Uniscience Brasil
Fotodocumentador Digimagem (254 nm) Biosciences Brasil
Thiopentax PO para solucéo injetavel- | Cristalia Brasil
1g
Tampao de lise RIPA R0278-50ML Sigma-Aldrich EUA
Deoxicolato de sodio CAS 302-95-4, pH 7.5 -9.0 | Merck Millipore | EUA
(20g/1, H20, 20 °C).
Fluoreto de fenil-metano- Sigma-Aldrich EUA
sulfonil (PMSF)
Coquetel de inibidores de | P2714 Sigma-Aldrich EUA
proteases
Anticorpo anti- GSK-3f3 GSK-38 (3D10) Mouse | Cell Signaling | EUA
mAb Technology
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Anticorpo anti-B-amiloide | B-amyloid (1-43 Preferred) | Cell  Signaling | EUA
(E8C2D) Rabbit mAb Technology

B-actina Monoclonal AC-15 Sigma-Aldrich EUA

Kit de quimiluminescéncia | Base level dection Thermo EUA

Scientific

Kits de ELISA R&D Systems ® Pensabio Brasil

Aparato teste de campo | 40x40x40 cm Marceneiro local | Brasil

aberto

Leitor de placas Perlong DNM-9602 Perlong Medical | China

Cloridrato de xilazina 10ml Ceva Brasil

Cloridrato de | 50ml Syntec Brasil

dextrocetamina

Céamera filmadora Hero 3+ GoPro EUA

Aparato de | Safari American Pets | Brasil

enriquecimento ambiental

Aparato Labirinto | Confeccionado pelos Brasil

Aquatico de Morris pesquisadores

3.3 ANIMAIS

Foram utilizados Camundongos C57BL/6 provenientes da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC). Foi realizado o acasalamento destes e utilizado
os filhotes (machos e fémeas), com 2 dias poés-natais. Os camundongos foram
alocados em casais para 0 acasalamento, na propor¢cdo de uma fémea para cada
macho. Os camundongos foram mantidos em temperatura controlada (22 + 2 °C), no
ciclo de claro e escuro de 12 horas e comida e agua ad libitum.

O numero de animais por grupo foi calculado em n=8. A férmula empregada
para o calculo foi a equacao n/grupo=2[(Za/2 +Z) X d/A]2, para comparagao de duas
médias, considerando-se o poder de teste de 80%, o nivel de significancia de 5%, o
desvio padrdo de 12,5% a partir de registros de estudos anteriores e o0 valor da
diferenca a ser detectada igual a 18%. Entende-se, portanto, que o numero de pelo
menos 8 animais foi utilizado em cada grupo experimental para garantir que as
conclusdes dos experimentos sejam validas, dentro de um risco aceitavel de ndo estar
observando diferencas onde elas existam tampouco estar observando diferencas
onde elas ndo existam. Para seguranca e confiabilidade dos dados, foi utilizado 10
animais por grupo neste estudo. A mortalidade foi avaliada durante todo
experimento

Foram utilizados 10 animais para cada grupo, porém sao ao todo séo trés

comportamentos e cada animal realiza apenas um comportamento, sendo assim,



38

foram utilizados 10 animais para cada comportamento de cada grupo, totalizando 30
animais por grupo. A literatura relata que o modelo experimental de AIN € o que mais
se assemelha a sepse neonatal, pois ha mortalidade de 60% nos primeiros dias de
vida. Sendo assim foram utilizados um total de 312 animais. (10 cada grupo temos 3

comportamentos entédo 240 animais + 60% (animais da AIN) = 312 animais)

3.4 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Os animais foram divididos em 8 grupos experimentais (Figura 1), onde foram
utilizados machos e fémeas. Inicialmente os animais foram divididos em dois grupos
que receberam LPS ou Tampao fosfato-salino (PBS) aos dois dias de vida.
Posteriormente estes mesmos animais foram novamente divididos em dois grupos: os
que foram expostos ao protocolo de enriquecimento ambiental (EA) e 0os que nao
foram expostos ao enriqguecimento ambiental (SEA). Finalmente apos a exposicéo ao
EA ou ndo, os animais foram novamente divididos em grupos para as avaliacbes em
diferentes idades: 60 e 120 dias de vida. O tempo de EA ou SEA e os testes
comportamentos foram realizados de acordo com a idade correspondente a cada

grupo experimental (60 ou 120 dias).

PBS AIN
Enriquecimento Sem enriquecimento Enriquecimento Sem enriquecimento
Ambiental Ambiental Ambiental Ambiental
60 dias 120 dias 60 dias 120 dias 60 dias 120 dias 60 dias 120 dias

Figura 1- Grupos experimentais
Os grupos experimentais foram divididos em PBS + EA e PBS + sem EA e AIN +EA e AIN + sem EA.

Ao completarem dois dias de vida, a prole foi retirada da caixa para a exposi¢cao
a AIN (LPS) ou PBS (animais controles). A AIN foi induzida com uma unica
administracdo subcutanea de 25 ug/kg de LPS, que foi preparado com o auxilio de
PBS para diluicdo. Os animais controles receberam apenas PBS no mesmo volume
administrado no grupo LPS. A mortalidade foi avaliada durante todo o experimento.

ApOs a inducdo, 0s animais retornaram para suas caixas moradias, onde
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permaneceram até completarem 21 dias de vida, onde foi realizada a sexagem e 0s
mesmos foram separados em cinco animais por gaiola. E posteriormente divididos em
grupos para a exposicado ou ndo ao protocolo de estudo, de maneira randomizada.

Quando os animais completaram 28 dias de vida (animais jovens) foram
submetidos ao protocolo de EA ou no caso dos animais controles, a retirada desses
das caixas moradias para outras caixas sem o enriguecimento ambiental. Os animais
foram submetidos a caixa enriquecida durante 3 horas por dia, 5 dias por semana
durante o periodo correspondente a cada grupo. Os animais controles foram trocados
de caixas nos mesmos horarios e pelos mesmos periodos. O fim do protocolo
aconteceu de acordo com as idades correspondentes de cada grupo 60 e 120 dias.
Os animais foram avaliados quando completaram 60 e 120 dias de vida'®?, de acordo
a idade pertencente a cada grupo.

Vinte quatro horas apds o Ultimo dia de EA ou SEA, os animais foram
submetidos aos treinos e posteriormente aos testes comportamentais: Habituacdo ao
Campo Aberto, Labirinto Aquético de Morris e Reconhecimento de objetos. Apés os
testes comportamentais, os animais foram submetidos a Morte Indolor Assistida (MIA),
recebendo injecdo de uma dose excessiva de cloridrato de xilazina 20 mg/kg
associado a cloridrato de dextrocetamina 100mg/kg intraperitoneal de acordo com a
resolucao 1000, de 12/05/2012 — conselho Federal de Medicina Veterinaria, sob a
supervisdo de medico veterinario responséavel.

As estruturas cértex e hipocampo foram utilizadas, visto que estéo relacionadas
aos processos de memoéria e aprendizagem, assim como, estudos demostram que
estdo envolvidas e sofrem alteracdo durante processo de neuroinflamacdo e
neurodegeneracdo. Essas estruturas foram dissecadas, processados e armazenados
em freezer -80°C para avaliacao dos niveis de BDNF, e citocinas (IL-1B, TNF-aq, IL-6,

IL-10) e do imunocontetudo da proteina GSK-3 e do peptideo B-amiloide (Figura 2).
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2 28 60 120

| Inicio do protocolo I |

AIN MIA MIA
Comportamentos + Comportamentos +
Marcadores Neurogquimicos Marcadores Neuroquimicos
Envelhecimento Protocolo de EA Protocolo de EA
dos animais 60 Dias 120 Dias

Figura 2- Delineamento do estudo

Aos 2 dias de idade, os animais foram expostos a AIN e/ou controle (PBS), aos 28 dias de idade, foram
divididos em grupos experimentais (AIN+ sem EA; PSB + sem EA; AIN + EA; PBS + EE) e iniciado
protocolo de EE, onde permaneceram por 3 h/dia, 5 dias/semana, por um periodo de 60 ou 120 dias.
Vinte e quatro horas ap6és o término dos protocolos de EE, os animais foram submetidos a treinamento
e testes e ao final dos testes foram eutanasiados para coleta das estruturas cerebrais: cortex total e

hipocampo, que foram imediatamente armazenados a -80 °C para analise bioquimica.

3.5 ENSAIOS/TESTES/TECNICAS

3.5.1 Modelo animal de Ativacdo Imune Neonatal

Para a inducdo da AIN foi utilizado uma Unica administracdo subcutanea (s.c.)
de 25 ug/kg de LPS, diluido em PBS (026:B6 E. coli LPS, Sigma Chemical) nos
animais aos dois de vida. O grupo controle recebeu uma inje¢édo de PBS s.c. em
volume equivalente. ApGs a exposicdo, 0S animais retornaram as suas gaiolas e
permaneceram com suas maes até 21 dias pds-natal. Posteriormente, foi realizado a

sexagem e o0s animais foram separados em numero de cinco animais por caixa.

3.5.2 Protocolo de enriqguecimento ambiental

O EA é um conjunto de técnicas que modificam o ambiente, melhorando a
qualidade de vida dos animais, assim como, proporcionando estimulos sensoriais e
cognitivos 126, No Protocolo de EA os animais foram expostos ao ambiente enriquecido
5 (cinco) vezes por semana (segunda a sexta-feira), 3(trés) horas por dia (9hs as

12hs), durante o tempo correspondente a cada grupo (60 e 120 dias). Os animais que
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nao foram expostos ao EA foram retirados de suas caixas e colocados em uma outra
caixa sem o enriquecimento ambiental, durante 5 (cinco) vezes por semana, durante
o periodo de 3(trés) horas . O protocolo de EA consiste em uma caixa (46cm X
55cmx 34cm) com trés andares, contendo uma variedade de estimulos sensoriais,
como, rampas, rodas de exercicio voluntario e objetos de diferentes tamanhos,
texturas e cores. Uma vez por semana, mudangas de posicionamento e trocas de
objetos dos quais os animais interagem foram realizadas no ambiente enriquecido. As
rodas de exercicio voluntario e as rampas modularam a forcga, propriocepc¢éao, controle
motor e estimulacdo somatossensorial. JA os demais objetos como tubos, blocos,
tineis, pedacos de madeira e bolinhas proporcionam estimulacéo cognitiva'®3. Os
animas que pertenciam ao grupo sem enriquecimento ambiente permaneceram nas

caixas padrdes, tendo acesso livre a comida e agua.

3.5.3 Testes de memoria e aprendizado

Os testes comportamentais foram realizados aos 60 e 120 dias de vidas, de
sendo testados individualmente de acordo com 0s grupos experimentais. Cada animal
participou de apenas um teste comportamental. Os testes aconteceram no periodo
das 09h0Omin as 12h00mim. Antes do inicio das sessdes 0s animais foram
ambientados a sala de testes por no minimo 30 minutos. Os testes foram realizados

em sala propria e por um Unico avaliador.

3.5.3.1 Labirinto Aquatico de Morris

O labirinto aquatico de Morris tem como objetivo avaliar o aprendizado e a
capacidade de adquirir memoria espacial usando dicas ambientais. O animal deve
aprender a usar as pistas fixadas na parede da sala para navegar até a plataforma
submersa na agua. Durante os treinamentos o animal teve 60 s para encontrar a
plataforma (10 cm?) submersa e a laténcia foi mensurada. Se o animal néo
encontrasse a plataforma ele seria gentilmente conduzido e permaneceria nela por 10
s. O treinamento acontece em dois dias seguidos, e € composto por seis baterias. No
momento do teste, que aconteceu trés dias depois do ultimo dia de EA, a plataforma
submersa foi retirada e o animal foi colocado na agua apenas uma vez, e teve um

periodo de trés minutos para nadar e procurar a plataforma. Foi avaliado o tempo
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gasto no quadrante em que a plataforma estava localizada. Para este teste foi utilizado
um tanque circular localizado no centro de uma sala de 12 m2. Foi adicionado agua
ao tanque até que o nivel ultrapassasse 2 cm da altura da plataforma. A 4gua ficou
opaca com adicdo de amido de milho, dificultando a visibilidade da plataforma. A
aguisicdo da memoaria visuoespacial foi filmada e analisada pelo software ANY-Maze
(Stoelting Co, USA) 184,

3.5.3.2 Habituac&o ao Campo Aberto

Foi utilizado um aparato de campo aberto (40 x 60 x 50 cm), com o chao dividido
em doze quadrantes. Cada animal foi colocado no centro do campo aberto e deixado
explorar a arena por 5 min (sessao de treinamento). Imediatamente apos este
procedimento, os animais foram levados de volta para sua gaiola de alojamento
padrdo. Vinte e quatro horas depois, foram submetidos a uma segunda sessédo de
teste no aparato. O numero de vezes que cada animal cruzou os quadrantes
demarcados no ch&o do aparato, foi utilizado como avaliacdo da atividade locomotora,
e 0s movimentos de levantamento foram avaliados como o0 comportamento
exploratério. Uma reducdo no niumero de cruzamentos e elevacfes entre as duas
sessfes foi considerada como medida de retencdo de memoéria. O mesmo
experimentador realizou todos os testes comportamentais e a pontuacdo manual. O

aparato foi limpo com etanol 70% entre as sessoes de teste.

3.5.3.3 Reconhecimento de objetos

Esse teste foi utilizado para avaliar a memoria n&o aversiva e ndo espacial. Os
animais foram submetidos a uma sessdo de habituacdo onde foram permitidos
explorar livremente o aparato de campo aberto (40 x 60 x 50 cm) por 5 minutos.
Nenhum objeto foi colocado na caixa durante a habituacdo. O treinamento foi
realizado colocando os camundongos individualmente por 5 min no aparato, no qual,
dois cubos idénticos (Al e A2) foram posicionados em dois cantos adjacentes, a 10
cm das paredes do aparato. Para o teste de memdria de reconhecimento de objeto,
realizado 24 h apoés o treinamento, 0s animais exploraram o campo aberto por 5 min
na presenca do objeto familiar (A1) e um objeto novo (B, uma piramide com base

guadrada). Os objetos tinham texturas semelhantes (suave), cor azul e peso de 150-
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200 g, mas formas distintas. O indice de reconhecimento calculado para cada animal
foi relatado como a razdo TB/(TA1 + TB), sendo: TA = tempo gasto explorando o
objeto familiar A1; TB = tempo gasto explorando o novo objeto B. A memoria de
reconhecimento foi definida como cheirar (explorar o objeto a 3-5 cm de distancia dele)

ou tocar o objeto com o nariz e/ou patas dianteiras.

3.5.4 Avaliacéao de citocinas e de fator neurotréfico derivado do encéfalo

Amostras de cortex total e hipocampo foram homogeneizadas em
homogeneizador Ultra-Turrax (T-18, IKA Works, Wilmington, NC, EUA) com soluc¢éo
salina tamponada com fosfato (PBS) contendo Tween 20 (0,05%), PMSF (0,1 mM),
EDTA (10 mM), aprotinina (2 ng/ml) e cloreto de benzet6nio (0,1 mM). Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 6000 xg por 15 minutos (a 4° C) e o sobrenadante
coletado e armazenado a -80° C. O teor de proteina total do sobrenadante foi medido
pelo método de Bradford, usando uma curva de calibracdo padrdo com BSA ( 0,05 a
0,5 mg/mL). Aliquotas de 100 ul foram utilizadas para medir as concentracdes de
citocinas (IL-10, IL-6, IL-1p e TNF) e BDNF por kits de ELISA para camundongos (R&D
Systems, Minneapolis, MN), de acordo com as instru¢cdes do fabricante.

As concentracdes de citocinas e BDNF foram medidas por interpolacédo de uma
curva padrao de 7 pontos com leitura de ensaios colorimétricos a 450 nm em um
espectrofotometro de placa (Perlong DNM-9602, Nanjing Perlove Medical Equipment
Co, Nanjing, China). Para correcéo de imperfeicbes 6pticas na placa, a leitura em 540
nm foi subtraida da leitura em 450 nm. Os valores foram expressos em pg por mg de

proteina.

3.5.5. Ensaio Western Blotting

As amostras de cortex total e hipocampo foram homogeneizadas manualmente
com micropistilos em tampédo RIPA gelado contendo 1% de inibidor de protease
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO) e depois incubadas em gelo por 30 min. Os tubos
contendo os lisados foram centrifugados a 10.000 xg por 20 min a 4°C, e o0s
sobrenadantes foram coletados. A concentragédo de proteina foi determinada usando
o método de Bradford. A separacao eletroforética foi realizada usando 30 ug de

proteina por poco em eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% (SDS-PAGE),
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executado em um aparelho de células Mini-PROTEAN® Tetra sob uma fonte de
alimentagcdao PowerPAC™ HC (ambos da Bio-Rad, CA, EUA). As proteinas foram
transferidas para uma membrana de PVDF (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA,
EUA), bloqueadas em 5% BSA (preparado em tampao TBS-T, pH 7,4; concentracao
em mmol/L: 20 Tris-HCI, 137 NaCl, 0,1% Tween 20) e incubados durante a noite a
4°C com anticorpos primarios para GSK-3B (1:1000, Cell Signaling Technology,
Beverly, MA, EUA), B-amiloide (1:1000, Cell Signaling Technology, Beverly, MA, EUA)
e 0 anticorpo monoclonal conjugado com peroxidase contra B-actina (diluicdo
1:45000) foi usado como controle de carga para todas as amostras avaliadas.

ApOs a incubacgédo com anticorpos primarios, as membranas foram lavadas trés
vezes (10 minutos cada) com solugcdo de TBS-T e incubadas com o anticorpo
secundario especifico conjugado com peroxidase de rabano (HRP) a temperatura
ambiente por 1 h. As membranas foram lavadas por mais trés vezes (10 minutos cada)
com solucéo de TBS-T e expostas ao substrato HRP (Pierce Biotechnology, Rockford,
IL, EUA), e os imunocomplexos foram visualizados por quimioluminescéncia usando
o ChemiDoc MP System (Bio-Rad Laboratories ). As bandas foram quantificadas por
densitometria usando o software do fabricante (Image Lab, versdo 4.1, Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, EUA). Os valores foram normalizados usando os dados

obtidos para B-actina e expressos como unidades arbitrarias.

3.6 VARIAVEIS DE ESTUDO

Quadro 2 — Variaveis de estudo

Variaveis Tipo Natureza Proposta de utilizacéo
Enriquecimento Independente Qualitativa Sim ou Nao
Ambiental nominal

dicotdmica
Modelo animal de Independente Qualitativa Sim ou Nao
AIN nominal

dicotdbmica
Memoria Visuo- Dependente Quantitativa Tempo em segundos
Espacial Continua
Memoria de Dependente Quantitativa Numero de cruzamentos
Habituacao Discreta
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Memoria de Dependente Quantitativa Tempo em segundos

Reconhecimento Continua

de Objetos

Niveis de citocinas | Dependente Quantitativa Média e desvio padréo

(IL-1B; IL-6; IL-10; Continua (pg de citocina/mg de

TNF-a proteina)

Niveis de BDNF Dependente Quantitativa Média e desvio padréo
Continua (pg de citocina/mg de

proteina)

Imunoconteudo da | Dependente Quantitativa Média e desvio padrao

proteina GSK-33 Continua (Unidades arbitrarias)

Imunocontetdo do | Dependente Quantitativa Média e desvio padrao

peptideo B- Continua Unidades arbitrarias

amiloide

3.7 PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

Os dados foram analisados por meio do software GraphPad Prism® verséo 8.0
(La Jolla, Califérnia, EUA). A distribuicdo normal foi verificada pelo teste de Shapiro-
Wilk, e os resultados paramétricos apresentados como média + desvio padréao (DP) e
mediana e intervalos interquartis para dados ndo paramétricos. O teste de habituacao
em campo aberto esta relatado como média £ SD (10-13 animais por grupo) e os
grupos foram comparados usando andlise de variancia (ANOVA) de duas vias seguido
pelo teste post-hoc de Tukey ou teste t de Student pareado para a comparagao
intragrupo no teste de habituacdo em campo aberto. Os dados do teste de
reconhecimento de objetos séo relatados como mediana e os intervalos interquartis
(10-13 animais por grupo), e as comparagdes entre os grupos foram realizadas
usando o teste U de Mann-Whitney. As diferengas dentro dos grupos individuais foram
analisadas usando os testes de Wilcoxon. Para as analises bioquimicas, as variaveis
estdo apresentadas como média + desvio padréo (DP) de 8 animais por grupo. As
comparacdes entre os grupos foram feitas por meio de ANOVA de duas vias seguida
pelo teste post-hoc de Tukey. Para todas as comparacgoées, p < 0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.

3.8 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA
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Todos o0s procedimentos foram aprovados pela CEUA da UNISUL
(19.005.4.01.1V) (ANEXO A), e realizados seguindo as diretrizes brasileiras do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e em
conformidade com as diretrizes do National Research Council's Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals (publicacdo do NIH n° 80-23), revisada em 1996. Em
consonancia a DBCA, foram adotados os procedimentos que visam evitar, terminar,
minimizar ou reduzir a dor, desconforto ou distresse do animal, utilizando assim acfes
como: i) adogao de tratamento para aliviar a dor, o desconforto ou o distresse; ii)
interrupcéo de um procedimento doloroso; iii) exclusdo do animal do estudo; ou iv)

morte humanitaria do animal realizado por médico veterinario responsavel.
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4. ARTIGO

A seguir esta inserido o artigo cientifico fruto dessa tese de Doutorado, que
sera submetido para a revista cientifica Molecular Neurobiology com fator de impacto
de 5.682 (A1 Med II).
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Abstract

Introduction: Neonatal immune activation (NIA) promotes long-term behavioral and
neurochemical changes in the central nervous system (CNS). Environmental
enrichment (EE) has been a promising alternative in modulating such changes caused
by NIA. Objective: To evaluate the effects of the EE on long-term behavioral and
neurochemical parameters after AIN. Methods: To this aim, two days old C57BL/6 mice
received PBS or LPS. When completed 28 days of age, the mice were submitted to
the EE protocol of 3 hours/day for 5 days/week until 60 or 120 days old. After
completing the EE protocols, memory, neuroinflammation, BDNF levels, and the
immunocontent of glycogen synthase kinase 383 (GSK-3B) and B-amyloid proteins in
the hippocampus and cortex of the animals were evaluated. Results: EE improved
memory capacity at 60 and 120 days old, increased BDNF levels, decreased
interleukin (IL)-18 and tumor necrosis factor (TNF)-a levels at 60 and 120 days in
cortex and hippocampus. The EE up to 60 days reduced the immunocontent of (GSK-
3B) in the hippocampus and the EE 120 days reduced GSK-3p in the hippocampus
and cortex. Conclusion: The present results demonstrate the importance of EE
protocol, aiming to minimize long-term damage after AIN, translating this to clinical
aspects, EE can be used as an experimental, non-invasive prevention strategy in

neonates after neuroinflammation process.

Keywords: Neonatal Immune Activation. Environmental Enrichment. Memory.

Cytokines. Neurotrophins. Neurodegeneration



49

5. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo mostrou que 0s animais que passaram pelo processo de
AIN aos dois dias de vida apresentaram prejuizo no processo de aquisicdo de
memoria de curto e longo prazo, assim como, diminui¢cdo nos niveis de BDNF aos 60
e 120 dias, no cortex e no hipocampo. A AIN colaborou para a aumento nos niveis
das citocinas IL-18 e TNF-a e diminui¢cdo de IL-10 aos 120 dias de vida, no cortex e
hipocampo, e aos 60 dias aumentou o nivel de IL-13 e IL-10 também em ambas as
estruturas cerebrais, inda, a AIN causou aumento no imunocontetdo da proteina
GSK-3p aos 60 dias, no hipocampo e aumento no imunocontetdo de GSK-3p, aos
120 dias, no cértex e hipocampo.

No entanto o EA conseguiu reverter tais alteracdes, preveniu 0s prejuizos no
processo de memdria, aos 60 e 120 dias o EA preveniu a reducao dos niveis de BDNF
e preveniu o aumento da citocina IL-13 no cértex e hipocampo, assim como, aos 60
dias preveniu o aumento dos niveis de TNF-a, no cortex e hipocampo. Com relacao
ao imunoconteudo da proteina GSK-3f, o protocolo de EA que perdurou até os 60
dias de vida preveniu o aumento do imunocontetdo dessa proteina, no hipocampo e
aos 120 dias no cortex e hipocampo, prevenindo o dano que a AIN havia causado.

Diante do apresentado acima, demonstra-se que a AIN traz prejuizos
significativos para o desenvolvimento a curto e longo prazo, assim como, o EA pode
prevenir as alteraces comportamentais em especifico no processo de memodria,
assim como, ao nivel molecular, demonstrando a importdncia de se utilizar um
ambiente enriquecido em longo prazo ap6s um processo de AIN.

O presente estudo poderd estimular novas discussdes sobre o assunto,
buscando melhores esclarecimentos sobre o efeito e importancia do EA. O melhor
entendimento dos efeitos de técnicas terapéuticas nao invasivas como o EA pode
auxiliar na prevencao e/ou tratamento de alteragbes encefalicas decorrentes de
doencas neuroinflamatorias e contribuir para futuros estudos clinicos.

Do ponto de vista académico e cientifico, os resultados desta pesquisa
resultardo em publicacbes em periddicos internacionais e servirdo para a
padronizacdo de metodologias para o desenvolvimento de estudos futuros pré-

clinicos, e como base para estudos clinicos.



50

No ambito social, os resultados do presente estudo representam a possibilidade
do desenvolvimento de uma alternativa terapéutica acessivel, ndo farmacolégica e

nao invasiva.
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aliering behavioral and nesrochemical parasaciens. One of the hypotheses that has been studicd is that scuroinflammation may be
Imvolved in nesrodegenerative processes, such as Alzhaimes's diseane (AD). We evaluate viveospatial memory, cytokines levels, and
the exprossion of tau and GSK- 18 proteins in hippocampus and cortex of animals exposed 10 neonatal endotoxeméa. CSTRLG mice

2019

Neonatal Immune Activation May Provoke Long-term
Depressive Attributes

Author(s): Simone H. Schelder-Marzzani, Paula Dias, Viviane Freiberger, Leticia Ventura, Bruna %Swa.
Matheus L Dutra, Franciane Bobinski, Aling D. Schiindwein, Omar J. Cassol, Clanssa M. Comim*

Journal Name: Current Neurovascular Research

Volume 16, Issue 4, 2019 DOI : 10.2174/1567202616666191007 125502

A Journal Home




68

2020

Involvement of NLRP3 inflammasome in schizophrenia-like behaviour in young

animals after maternal immune activation

viane Ereiberger (27, vinicit

1017/neu.2

Abstract

when the animals

ved an ir

s, they were killed and the w nical analysis

Dehavioural tes

2020

Journal of Systems and Integrative Neuroscience

Research Article ISSN: 2059-9781

Effect of mild sepsis on behavioral and biochemical
changes on the stress-induced animal model of depression

Clarissa M. Comim'*, Napoleo C. Silva’, Paula Dias', Bruna P. Mendonga’, Gisliine Z. Réus’, Tatiana Barichello™, Felipe Dal-Pizzol® and
Joao Quevedo®**

'Research Group in neurodevelopment of childhood and adolescence, Laboratory of Experi P Program in Health Sciences,

1 N i P d

Univessity of South Santa Catarina, Avenida Pedra Branca, 25 Pedra Branca, 88137-270 Palhoga, SC, Brazil
Translational Psychiatry Laboratory, Graduate Program in Health Sciences, University of Southern Santa Catarina (UNESC), Cricitima, SC, Brazil

“Translational Psychiatry Program, Department of Psychiatry and Behavioral Sciences, McGovern Medical School, The University of Texas Health Science Center
at Houston (UTHealth), Houston, TX, USA

“Neuroscience Graduate Program, The University of Texas MD Anderson Cancer Center UTHealth Graduate School of Biomedical Seiences, Houston, TX, USA
“Laboratory of Experimental Physiopathology, Graduate Program in Health Sciences, Health Sciences Unit, University of Southern Santa Catarina, Avenida
Universitiria, 1105, Pinheirinho, 88806-000 Cricitima, SC, Brazil

“Center of Excellence on Mood Disorders, Department of Psychiatry and Behavioral Seiences, McGavern Medical School, The University of Texas Health Science
Center at Houston (UTHealth), Houston, TX, USA

Abstract

‘The sy ic infl ion that during severe sepsis can be the cause of long-term Studies have d da possible lation between the
‘process and depression. However, the effects of mild sepsis as a tolerant factor for some depressive parameters have not been described. Thus, the
abjective of this study s o evaluate the effect of mild sepsis on behavioral and biochemical changes on the stress-induced animal model of depression. To this aim,
adult male Wistar rats were submitted to cecal ligation and perforation and after 30 days it was submitted to the chronic mild stress protocol (CMS). The animals
were submitted to stressors for 40 days. To evaluate the efficacy of CMS induction anhedonia was determined as the amount of sweet food consumption. The levels
of neurotrophins and oxidative damage wete also evaluated in the hippocampus. It is observed that mild sepsis improved depressive-like parameters after CMS
protocol associated with an increase of neurotrophins levels and a decrease of oxidative damage in the hippocampus. In conclusion, our data suggest that a previous
mild systemic inflammation caused by the induction of mild sepsis could decrease consequences in the central nervous system (CNS) induced by CMS protacol.
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Abstract

Introduction Congenital Muscular Dystrophy type 1D (MDC1D) is characterized by a hypoglycosylation of a-dystroglycan
protein (@-DG), and this may be strongly implicated in increased skeletal muscle tissue degeneration and abnormal brain
development, leading to cognitive impairment. However, the pathophysiology of brain involvement is still unclear. Low-
intensity exercise training (LIET) is known to contribute to decreased muscle degeneration in animal models of other forms
of progressive muscular dystrophies.

Aim The objective of this study was to analyze the effects of LIET on cognitive involvement and oxidative stress in brain
tissue and gastrocnemius muscle.

Methods Male homozygous (Large™ '), heterozygous (Large™"*/7), and wild-type mice were used. To complete 28 days
of life, they were subjected to a low-intensity exercise training (LIET) for 8 weeks. After the last day of training, 24 h were
expected when the animals were submitted to inhibitory avoidance and open-field test. The striatum, prefrontal cortex, hip-
pocampus, cortex, and gastrocnemius were collected for evaluation of protein carbonylation, lipid peroxidation, and catalase
and superoxide dismutase activity.




