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RESUMO

O sistema imunologico ¢ capaz de modular o desenvolvimento do sistema nervoso central
durante o neurodesenvolvimento. Nesse contexto, a neuroinflamagdo durante o periodo
neonatal tem mostrado afetar o desenvolvimento cerebral, contribuindo para diversas
disfuncdes neuronais e comportamentais que podem se manifestar ao longo da vida, como
depressao, esquizofrenia ou transtorno do espectro autista. A busca por novos tratamentos mais
eficazes para transtornos neuropsiquiatricos € constante, e a descoberta de novas substancias
psicotrdpicas, como as drogas NBOMe (N-metoxibenzil), devem ser investigadas quanto ao
potencial terapéutico, apesar de seu uso abusivo recreacional. Este trabalho buscou avaliar as
alteragdes comportamentais e proteicas induzidas pela administracdo de lipopolissacarideo
(LPS, 0,2 ou 1,0 mg/kg, i.p.) em ratos no periodo neonatal (em um tnico dia ou por trés dias
consecutivos), € se essas alteracdes podem ser revertidas ou atenuadas pelo tratamento com
25H-NBOMe. Pode-se observar que o LPS diminui o nimero de vocalizagdes ultrassonicas
(VUS) durante o primeiro desafio imunoldgico no dia pos-natal 3 (PND3), porém causa o
aumento desse parametro 2 h ap6s a 3 aplicagdo no PNDS5, quando comparado a salina. Isso
sugere um comportamento doentio de prostracdo inicialmente, seguido por uma resisténcia ou
adaptacdo ao LPS com aumento da comunica¢do, ou um comportamento tipo ansioso devido
ao segundo contato com o aparato do teste. Entretanto, as alteragdes comunicativas nao foram
duradouras, pois ndo houve diferenga entre os grupos quando testados novamente no PND12.
O tratamento com LPS também reduziu o peso corporal dos animais até a peripuberdade, onde
foi observada uma redu¢do do comportamento de brincar em animais LPS em compara¢do aos
animais salina, especialmente em machos expostos a dose de 1,0 mg/kg por 3 dias consecutivos,
os quais reduziram o nimero de pouncings € o tempo total, cheirando e seguindo o animal
parceiro. Em animais fémeas, houve reducdo apenas do tempo seguindo € no numero de
pouncings. Esses resultados ndo ocorreram devido a falta de capacidade locomotora, pois nao
houve diferencas estatisticas relevantes entre animais salina e LPS no teste de campo aberto. O
protocolo de aplicagdo de LPS no periodo neonatal escolhido para o prosseguimento dos
experimentos foi a dose de 1,0 mg/kg aplicada por trés dias consecutivos (PND3-5) pois foi o
protocolo em que os animais apresentaram mais parametros prejudicados no teste de
comportamento social. Quando tratados com 25H-NBOMe nas dosesde 0,3 e 1,0 mg/kg, o teste
de movimentos de contragdo da cabega (HTR) demonstrou que o psicodélico foi capaz de
aumentar a frequéncia desses movimentos. Quanto ao comportamento de brincar, o 25H-

NBOMe na dose de 0,3 mg/kg foi capaz de reverter a diminuigao da frequéncia de pouncings



e os tempos total, cheirando e seguindo o animal parceiro causada pela inflamagao neonatal com
LPS em animais machos. Entretanto, em animais salina, essa mesma dose reduziu o tempo
seguindo e a frequéncia de pouncings, bem como a dose de 1,0 mg/kg, que também reduziu a
frequéncia de pinnings nesses animais. Em animais fémeas, o tratamento com 25H-NBOMe
ndo alterou nenhum parametro do comportamento de brincar. A andlise da expressdo das
proteinas GFAP, Ibal e sinaptofisina no cortex pré-frontal ndo revelou nenhuma diferenca
causada pela inflamagao neonatal com LPS ou pelo tratamento com 25H-NBOMe. Em
conclusdo, o estudo de novas drogas e substancias psicotrdpicas como potenciais agentes
terapéuticos em transtornos neuropsiquidtricos precisa ser continuamente avaliado a fim de
gerar dados confidveis para encontrar doses eficazes e seguras para embasar estudos clinicos

visando o tratamento ou manejo dos sintomas dessas desordens.

Palavras-chave: Neuroinflamagdo neonatal. Lipopolissacarideo. Vocalizagdes ultrassonicas.

Psicodélicos. Alucinogenos.



ABSTRACT

The immune system can modulate the development of the central nervous system during
neurodevelopment. In this context, neuroinflammation during the neonatal period has been
shown to affect brain development, contributing to several neuronal and behavioral
dysfunctions that may manifest throughout life, such as depression, schizophrenia, or autism
spectrum disorder. The search for new more effective treatments for neuropsychiatric disorders
is constant, and the discovery of new psychotropic substances, such as NBOMe drugs (N-
methoxybenzil), should be investigated for their therapeutic potential, despite their recreational
abuse. This study aimed to evaluate the behavioral and protein alterations induced by the
administration of lipopolysaccharide (LPS, 0.2 or 1.0 mg/kg, i.p.) in rats in the neonatal period
(in a single day or for three consecutive days), and whether these changes can be reversed or
attenuated by treatment with 25SH-NBOMe. It was observed that LPS decreases the number of
ultrasonic vocalizations (VUS) during the first immunological challenge on postnatal day 3
(PND3) but causes the increase of this parameter 2 h after the 3™ application on PND5, when
compared to saline. This suggests sickness behavior of prostration initially, followed by
resistance or adaptation to LPS with increased communication, or an anxious-like behavior due
to the second contact with the test apparatus. However, the communicative alterations were not
lasting, as there was no difference between the groups when tested again on PND12. Treatment
with LPS also reduced body weight until the prepubescent phase, where a reduction in play
behavior was observed in LPS animals compared to saline animals, especially in males exposed
to a dose of 1.0 mg/kg for 3 consecutive days, which reduced the number of pouncings and the
total, sniffing and following times. In female animals, the differences were more subtle,
presenting reductions of the time following and the number of pouncings only. These results
did not occur due to lack of locomotor capacity, as there were no statistically relevant
differences between saline and LPS animals in the open field test. The protocol for applying
LPS in the neonatal period chosen for the continuation of the experiments was the dose of 1.0
mg/kg applied for three consecutive days (PND3-5) because it was the protocol in which the
animals presented the most impaired parameters in the social behavior test. When treated with
25H-NBOMe at doses of 0.3 and 1.0 mg/kg, the head twitch response test (HTR) demonstrated
that this psychedelic drug was able to increase the frequency of these movements. Regarding
play behavior, 25H- NBOMe at a dose of 0.3 mg/kg was able to reverse the decrease in the
frequency of pouncings and the total, smelling and following times caused by neonatal

inflammation with LPS in maleanimals. However, in saline animals, this same dose reduced



the time following and frequency of pouncings, as well as the dose of 1.0 mg/kg, which also
reduced the frequency of pinnings in these animals. In female animals, treatment with 25H-
NBOMe did not alter any parameters of play behavior. Analysis of the expression of GFAP,
Ibal and synaptofisin proteins in the prefrontal cortex revealed no difference caused by neonatal
inflammation with LPS nor by treatment with 25SH-NBOMe. In conclusion, the study of new
drugs and psychotropic substances as potential therapeutic agents in neuropsychiatric disorders
needs to be continuously evaluated in order to generate reliable data to find effective and safe

doses for clinical studies aimed at treating and managing the symptoms of these disorders.

Keywords: Neonatal neuroinflammation. Lipopolysaccharide. Ultrasonic vocalizations.
Psychedelics. Hallucinogens.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, muito tem se discutido sobre a alta prevaléncia de transtornos ou
desordens psiquiatricas como a depressdo, ansiedade ou autismo, por exemplo. Desde a
recente pandemia de COVID-19 causada pelo coronavirus SARS-CoV-2, a prevaléncia de
desordens mentais aumentou acentuadamente em mais de 200 paises, com 53,2 milhdes de
casos de depressao e 76,2 milhdes de casos de ansiedade adicionais devido ao enfrentamento
a pandemia (SANTOMAURO et al., 2021). Contudo, ndo sdo apenas estressores psicologicos
que podem influenciar no surgimento desses transtornos. Influéncias biolégicas, como a
genética, estrutura cerebral e funcionamento dos neurotransmissores, também podem
predispor individuos ao desenvolvimento de transtornos neuropsiquiatricos. Nesse contexto,
fatores ambientais que afetam o neurodesenvolvimento podem estar relacionados ao
surgimento de desordens psicoldgicas ao longo da vida.

Durante o periodo perinatal, o sistema nervoso central (SNC) ainda estd em
desenvolvimento e suscetivel a fatores ambientais, como infec¢des e inflamagdes. Alguns
estudos ja mostraram que o sistema imunoldgico ¢ capaz de modular o desenvolvimento do
SNC. Os neur6nios, astrocitos e microglia se comunicam continuamente por meio de
citocinas, quimiocinas € neurotransmissores, 0s quais vém sendo associados como atuantes
no neurodesenvolvimento (BILBO; SCHWARZ, 2013).

Muitas citocinas e quimiocinas sdo importantes para a manutencdo, proliferagcdo e

diferenciagdo de células progenitoras neuronais. A familia das citocinas do fator de crescimento
transformador beta (TGF) e das proteinas morfogénicas do osso (BMP) ¢ critica para a
inducdo neural (GAULDEN; REITER, 2008). As citocinas interleucina 1B (IL-1pB) e
interleucina 6 (IL-6) demonstraram ter um papel na citogénese no cérebro em desenvolvimento
(BOWEN; DEMPSEY; VEMUGANTI, 2011; NAKANISHI et al., 2007).
O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) liberado por astrocitos promove a transmissao
sinaptica (STELLWAGEN; MALENKA, 2006). A quimiocina 12 de motivo C-X-C (CXCL12,
também chamado fator 1 derivado de células estromais, SDF-1) e seu receptor de quimiocina
C-X-C tipo 4 (CXCR4) guiam a migra¢dao de novos neurdnios em muitas regides cerebrais
(MA et al., 1998).

Além disso, as células microgliais também sdo necessarias durante o periodo de
neurodesenvolvimento. As microglias sdo as principais células fagociticas do SNC e, portanto,
tétm um papel importante na fagocitose de detritos apoptdticos apos a morte celular

programada, um processo que ocorre continuamente € mais abundantemente no cérebro em
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desenvolvimento (FERRER; SERRANO; SORIANO, 1990). Quando as proteinas do sistema
complemento Clq e C3 marcam sinapses para elimina¢do, a microglia reconhece essas
proteinas via receptordo complemento 3 (CR3) e fagocita as sinapses marcadas como um
mecanismo de poda sinaptica (SCHAFER ef al., 2012). Sendo assim, insultos inflamatorios
ou infecciosos durante essa fase critica do neurodesenvolvimento podem ser capazes de
modular a neurogénese e/ou contatos sindpticos, e isso pode influenciar o comportamento do
individuo ao longo da vida.

As consequéncias da neuroinflamacdo, tanto imediatas quanto duradouras, tém sido
avaliadas em modelos pré-clinicos com roedores baseados na administragdo sistémica ou
intracerebral de lipopolissacarideo (LPS) (PANG et al., 2003; PANG et al., 2016). O LPS ¢ o
principal componente molecular da parede celular de bactérias gram negativas, sendo
considerado uma endotoxina. Apesar de uma endotoxina ndo ser capaz de causar uma infecgao
por ndo ser um microrganismo vivo, ja ¢ estabelecido que a administracdo de LPS mimetiza
alteragdes fisioldgicas e comportamentais geralmente causadas por uma infec¢ao bacteriana
Gram negativa (ALEXANDER; RIETSCHEL, 2001), a qual possui alta prevaléncia nos
periodos pré-natal e neonatal. Além disso, durante os processos inflamatorios desencadeados
pelo LPS, a microglia residente ¢ ativada, o que leva a neuroinflamagao e contribui para a lesao
cerebral (MICHELS et al., 2014). Essa neuroinflamacao esta associada a disfuncgao cerebral
aguda e complicacdes neuroldgicas a longo prazo que incluem déficits cognitivos,
esquizofrenia, depressdo, ansiedade e transtorno do espectro autista (ADAM et al., 2013;
PANG et al., 2016; TISHKINA et al., 2016; WALKER et al., 2009; WISCHHOF
etal.,2015).

Apesar de a inflamagao e a disfungdo sindptica estarem entre os sintomas iniciais da
maioria dos transtornos neurologicos (HENSTRIDGE et al., 2016; LENG, 2020; WYSS-
CORAY; MUCKE, 2002), os mecanismos associados a regulacdo da atividade neuronal
pelaneuroinflamagdo associada a micréglia, e consequentemente as interagdes neuroimunes,
ainda ndo foram completamente elucidados. A modelagdo sinaptica realizada pela microglia
sobre a sinapse tem um papel importante durante o desenvolvimento pos-natal e déficits
nessa regulacdo microglial podem contribuir para anormalidades sinapticas encontradas em
algumas desordens do neurodesenvolvimento (PAOLICELLI ef al., 2011). Essa modulagao
sinaptica microglial deficiente no cortex pré-frontal de animais knockout foi associada a
transmissdo sindptica prejudicada, diminui¢do da conectividade funcional cerebral, déficits
na interagdo social e aumento de comportamento repetitivo fenotipico, os quais foram

correlacionados ao transtorno do espectro autista (TEA) e outros transtornos do
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neurodesenvolvimento e neuropsiquidtricos (ZHAN et al., 2014). J& em modelos de
inflamagdo no periodo pré-natal induzidos por uma dose alta de LPS, foi observado um
aumento dos niveis da proteina 4cida fibrilar glial (GFAP), a qual ¢ um marcador de astrocitos
reativos envolvidos no funcionamento da barreira hematoencefalica (BHE), vias de transducao
de sinais e interacdes neurdnio-glia (MIDDELDORP, 2011) em varias regides cerebrais,
mostrando que os prejuizos no cérebro da prole podem se manter a longo prazo apds o insulto
pré-natal inicial (BOKSA, 2010).

Além disso, existem diferentes estruturas e substancias envolvidas na modificagdo da
plasticidade sinaptica. Eventos como arborizagdo axonal e altera¢des dos espinhos dendriticos
podem levar a novos e maiores quantidades de contatos sindpticos. Proteinas envolvidas na
modificacdo da plasticidade sindptica tém sido utilizadas como marcadores de densidade
sinaptica, que ¢ um fator importante no desenvolvimento da plasticidade (CHAUDHURY et
al.,2016). Entre os reguladores da transmissdo sindptica, encontram-se as proteinas sinapsina,
sinaptotagmina e sinaptofisina, as quais fazem parte do processo de fusdo das vesiculas
sinapticas (VS), permitindo libera¢do de neurotransmissores nos terminais sinapticos (XU et
al.,2017; SONG; AUGUSTINE, 2015; MILNER et al., 2014) e sao relevantes ja que poderiam
ter um papel no desenvolvimento de doencas neurodegenerativas (BERECZKI et al., 2018).

A sinapsina esta envolvida no acoplamento das VS ao citoesqueleto pré-sinaptico,
formado por filamentos de actina e microtibulos (ROSAHL et al., 1995). Apos o potencial de
acdo e o influxo de célcio (Ca*"), a sinapsina é fosforilada por proteinas quinases, o que causa
o enfraquecimento da sua ligacdo ao citoesqueleto e permite a mobilizagdo das VS para o
ancoramento na membrana pré-sinaptica (LLINAS et al., 1991). As sinaptotagminas sio
proteinas superficiais das VS envolvidas no processo de ancoramento das mesmas. A
sinaptotagminas estd envolvida na ligagdo aos ions Ca?* e em estabilizar as VS no estado
ancorado na vesicula pré-sinaptica, sendo essencial para a liberacdo rédpida de
neurotransmissores (GEPPERT et al., 1994; SEAGAR; TAKAHASHI, 1998; REIST et al.,
1998). A sinaptofisina ainda ndo tem um papel especifico muito bem estabelecido, mas, por
ser uma proteina vesicular integral, ela é frequentemente utilizada como marcador de
integridade e plasticidade sindptica (MORGAN, 2009).

Recentemente, diferentes pesquisas tém sido desenvolvidas testando o efeito de
drogas psicodélicas (isso €, que causam alucinagdes), geralmente utilizadas de maneira
recreacional, de modo a avaliar o potencial terapéutico que essas possam vir a ter em

transtornos neuropsiquiatricos. O termo “psicodélico” foi cunhado em 1957 por Humphrey
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Osmond para uma classe de medicamento capaz de produzir mudancgas profundas no
pensamento, humor e percepcao (OSMOND, 1957). Modelos humanos de terapia assistida por
psicodélicos mostram que a experiéncia psicodélica produzida por essas substancias parece
produzir alteragdes positivas no comportamento e humor, sendo frequentemente
compreendidas de maneira mistica, modificando o pensamento e as ac¢des dos usudrios
(MORALIS, 2019). Um exemplo ¢ a psilocibina que tem sido utilizada para o tratamento da
ansiedade diante da morte, cefaleias, transtorno obsessivo-compulsivo, tabagismo e depressao
(FARIA, 2017; GRIFFITHS et al., 2016; ROSS et al., 2016).

O motivo pelo qual essa classe de drogas € utilizada como droga de abuso sdo os efeitos
psicotrdpicos que possuem. As drogas psicotropicas sdo aquelas que agem principalmente no
sistema nervoso central, onde alteram a funcdo cerebral e mudam a percep¢do, o humor, o
comportamento e a consciéncia, modificando a maneira de sentir, de pensar e, muitas vezes,
de agir. Sdo relatados capacidade aumentada de comunicabilidade, empatia e
autoconhecimento, os quais sdo efeitos descritos para a grande maioria das drogas que atuam
como agonistas dos receptores S5-hidroxitriptamina subtipo 2A (5-HT2a), modulando a
neurotransmissao serotoninérgica (VOLLENWEIDER, 2020). Esses receptores, localizados
por todo o encéfalo, porém em maior densidade no cortex, possuem grande afinidade por varias
classes de drogas psicotropicas, e o potencial alucindgeno dessas drogas esta diretamente
relacionado ao grau de afinidade que elas possuem pelo receptor (EGAN et al., 1998).
Entretanto, a ativag@o de receptores 5-HT2a por meio de psicodélicos pode desencadear efeitos
neuromoduladores, modificando rapidamente a dinamica neural, e melhorando o quadro de
pacientes com diferentes formas de depressao e neurose, por exemplo (RUCKER et al. 2016;
VOLLENWEIDER, 2020).

Atualmente, uma nova classe de psicotropicos sintéticos denominada NBOMe [drogas
com radical N-metoxibenzil analogas as drogas da familia 2C (2,5-dimetoxi- fenetilamina)]
tem surgido e, oportunamente, se tornou alvo de estudos. Essa nova droga possui propriedades
psicodélicas e seu estudo se mostrou de grande importancia, principalmente pela associagao
com casos de intoxicagdo e até mesmo morte desde seu aparecimento (ANDREASEN et al.,
2015). E interessante e importante investigar os potenciais efeitos neuromoduladores de
substdncias psicotropicas, tais como a 25H-NBOMe [2-(2,5-dimetoxi-fenil)-n-[(2-
metoxifenil)metilJetanoamina], em diferentes transtornos neuropsiquiatricos. At€ o momento,
este foi o primeiro estudo na literatura a avaliar o potencial terapéutico da substincia
psicodélica 25H-NBOMe em um modelo animal de neuroinflamag¢ao neonatal induzida por

LPS, no que diz respeito ao comportamento social.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A seguir, sao revisados topicos relevantes para a compreensao deste trabalho.

2.1 ENDOTOXEMIA E NEUROINFLAMACAO

As endotoxinas sdo componentes externos presentes na parede celular bacteriana.
Dentre elas, o lipopolissacarideo (LPS) ¢ o principal componente molecular da parede celular
de bactérias gram negativas, tais como a Escherichia coli. A presenga destes componentes
moleculares bacterianos na corrente sanguinea ¢ denominada endotoxemia, a qual € capaz de
mimetizar uma resposta imune inflamatoria aguda no hospedeiro (SILVA et al., 2004
SCHEDLOWSKI; ENGLER; GRIGOLEIT, 2014). A administracdo sistémica de LPS ¢
amplamente utilizada em modelos pré-clinicos para simular uma ativacdo do sistema
imunologico. Além da praticidade e reprodutibilidade em muitas espécies animais, este
modelo permite padronizar doses e simular muitos efeitos observados em pacientes sob
processos inflamatorios-infeciosos (REIS et al., 2022; SCHEDLOWSKI; ENGLER;
GRIGOLEIT, 2014).

Figura 1 — Localizacdo e estrutura da endotoxina LPS.

8 Bacterial coll [ coly b Coll-wall crganizstion

Fonte: adaptado de BEUTLER; RIETSCHEL, 2003.

Nota: (A) micrografia eletronica da bactéria Escherichia coli. (B) representagdo esquematica da
parede celular bacteriana e localizacdo do LPS. (C) arquitetura e divisdo estrutural do LPS.
(D) estrutura primaria do componente lipidico A, responsavel pela ancoragem do LPS
na célula imunologica.
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Estruturalmente, o LPS ¢ constituido pelo antigeno-O, oligossacarideos e componentes
do lipidio A (figura 1). O antigeno-O, cuja localiza¢@o se da na parte mais externa e hidrofilica
da membrana, ¢ composto por 40 unidades repetitivas de fosfolipidios, as quais sdo
responsaveis pela especificidade soroldgica das bactérias. Os oligossacarideos (ou core) estao
localizados no centro da molécula de LPS. Este componente se liga ao antigeno-O na sua por¢ao
externa, e ao lipidio A por meio da sua por¢ao interna. Finalmente, o lipidio A ¢ um componente
glicofosfolipideo capaz de ancorar a molécula de LPS na membrana externa das células do
sistema imunologico. Sendo assim, ¢ a regido responsavel por desencadear perifericamente a
resposta inflamatéria no hospedeiro (MANSOUR; HASSAN; GEORGY, 2017; SU; DING,
2015).

Quando o LPS se encontra na corrente sanguinea do hospedeiro, ele se liga a uma
lipoproteina de alta densidade produzida no figado para ser transportado, a LBP (proteina
ligadora de LPS, ou lipopolysaccharide binding protein). Essa ligacdo forma o complexo
LPS:LBP, que ¢ reconhecido por receptores CD14 (proteina cluster de diferenciacdo 14)
presentes nas membranas de macrofagos, monocitos e neutréfilos circulantes, iniciando
a ativacdo celular (figura 2) (FENTON; GOLENBOCK, 1998; ADEREM; ULEVITCH, 2000;
MIYAKE, 2003).

Figura 2 — Ativacdo periférica da resposta imune inata
provocada pelo LPS.
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Fonte: HANG; RIVEST, 2003.

Nota: liberagdo de citocinas por monocitos e neutrofiloscirculantes e
macrofagos teciduais apds exposicdo ao LPS. A proteina LBP liga-se
ao LPS formando um complexo que ativa diferentes células por meio
da ligacdo aos receptores CD14 ¢ TLR4. O complexo LPS:LBP ¢
capaz de ativar células de origem mieldide (neutréfilos, monocitos,
macrofagos e microglia), as quais iniciam a produgdo de citocinas pro-
inflamatorias, tais como: IL-1, TNF e IL-6.
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O novo complexo LPS:CD14 ativa a sinalizagao do receptor semelhante ao Toll-4 (ou
toll-like receptor, TLR4), ao qual ¢é complexada a proteina MD-2, gerando o sinal
transmembrana para o nucleo (figura 3). Esse sinal ativa uma cascata intracelular através da
fosforilacdo de diversas proteinas, incluindo MyD88, IRAK, TRAF6, TAK-1, quinase IkB, AP-
1, dentre outras (algumas ainda ndo elucidadas), culminando na ativagao do fator nuclear de
transcricdo  kappa beta (NF-kP), envolvido na plasticidade, desenvolvimento e
neurodegeneracao em neurdnios e células da glia (ADEREM; ULEVITCH, 2000; HARJU et
al., 2005; HAVA et al., 2006; ROMERO et al., 2007).

Figura 3 — Sinalizagdo intracelular desencadeada
pelo LPS por meio do TLRA4.

Cell growth&survival
Anti-apoplosis

Pro-inflammalory cylokines and chemokines |
eg. IL-1, IL-6, TNFa.. '

Fonte: YANG et al., 2016.

Nota: o complexo LPS:LBP é reconhecido por receptores de
membrana CD14. A proteina MD2 ¢é necessaria para
que o receptor TLR4 reconhega ¢ se ligue ao LPS ¢
desencadeic uma cascata intracelular de fosforilagdo
de proteinas sinalizadoras, terminando na ativagao e
translocag¢@o nuclear do fator de transcrigdo NF-kf.
Este, por sua vez, contribui para a expressdo de
citocinas pro-inflamatdrias, como IL- 1B, IL- 6 ¢
TNF-a.



28

Uma vez ativado, o NF-kf ativa a transcri¢do de genes que codificam diferentes
mediadores pro-inflamatorios envolvidos na defesa contra a infecgdo, tais como: quimiocinas,
espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS), oxido nitrico (ON), superoxido
dismutase (SOD), ciclooxigenase (COX), prostaglandinas (PGs), interferons gama (INF-y) e
citocinas pro-inflamatorias, em especial IL-1B3, IL-6 e TNF-o (FLORES-MARTINEZ et al.,
2018; GALIC; RIAZI; PITTIMAN, 2012).

As citocinas fazem parte das principais vias de sinalizagdo entre a periferia e o SNC, as
quais incluem vias humorais e neurais (figura 4). Devido ao seu peso molecular relativamente
alto, as citocinas ndo sdo capazes de atravessar a barreira hemato encefalica (BHE). Entretanto,
em estruturas localizadas fora da BHE, como os 6rgdos circunventriculares (CVO) e o plexo
coroide, as citocinas podem adentrar o SNC por difusdo (ROTH et al., 2004). Em areas
encefalicas que possuem BHE, transportadores de citocinas saturaveis no endotélio cerebral
promovem o transporte ativo dessas citocinas (BANKS, 2006).

A via neural ignora a BHE por meio da ativacdo de nervos aferentes induzida pelas
citocinas, principalmente pelo nervo vago (figura 4). Nervos aferentes vagais se projetam
paranucleo do trato solitario, de onde o sinal ¢ encaminhado para outras regides encefalicas
(BLUTHE et al., 1994). Tanto as vias neurais quanto as humorais possuem um papel
importante na comunica¢do entre o sistema imune € o SNC e uma via ndo ¢ capaz
de compensar a auséncia da outra (DANTZER et al., 2000). Outra via humoral relacionada
ocorre pela recepgdo e transmissdo de sinais inflamatorios pelas células endoteliais encefalicas
e macrdfagos perivasculares interagindo entre si para liberarem prostaglandina E2 (PGE2)
(figura 4). Ela entdo ativa neurdnios em diferentes nucleos do tronco encefilico que
se projetam para outras regides cerebrais, levando a alteragdo da regulagdo da temperatura e
ativacdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA) (HOPKINS, 2007; SERRATS et al.,
2010). As citocinas e a PGE2 também ativam a micréglia, a qual pode levar ao aumento da
modulagdo da neuroinflamagdo por meio da liberagdo de mediadores inflamatorios
(HANNESTAD et al., 2012a; HOPKINS, 2007; YIRMIYA; GOSHEN, 2011). Em condigdes
clinicas como a sepse ou neuroinflama¢do, a BHE pode perder sua integridade estrutural e
se tornar permeavel a citocinas e células imunologicas periféricas (BANKS, 2006;
ENGELHARDT, 2006).

A perda da integridade da BHE ¢ a principal razdo para a origem da disfungdo cerebral
induzida pelo LPS. Isso ocorre devido ao aumento da atividade de proteinas que constituem a
BHE, como as metaloproteinases de matriz (MMP), as quais desagregam as células endoteliais

culminando no rompimento da barreira. A falha da BHE acarreta disturbios
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Figura 4 — Vias de comunicagao aferentes entre a periferia e o SNC.

Cérebro
° P L]
L] o ©
° °
)'/ .
PGE T °
: e o .:.‘?: Microglia . w1
°® g0®

Macrofagos
perivasculares

Transportadores
de citocinas
saturaveis

Nervo Vago

Células da
imunidade

inata
» LPS.
®
® ®

Fonte: adaptado de SCHEDLOWSKI et al., 2014.

Nota: o LPS interage com os receptores TLR4 na membrana das células imune inatas,
desencadeando a producdo e liberagdo de citocinas pro- inflamatorias na
circulagdo sanguinea. As citocinas interagem com o SNC por meio de
diferentes vias de sinalizag@o: por transportadores especificos presentes no
endotélio da BHE, pelos orgdos circunventriculares, via nervo vago e por
receptores TLR4 presentes nas células cerebrais.

homeostaticos i6nicos e leva a perda da seletividade e capacidade de impedir a entrada de
componentes bacterianos como o LPS e mediadores inflamatorios presentes na circulagao
sistétmica (BARICHELLO et al., 2021; COMIM et al., 2015). A ruptura da BHE e a presenga
de fatores deletérios no SNC ativam as células gliais via receptor TLR4, as quais também
iniciam o processo de producgdo e liberacdo de moléculas inflamatodrias e oxidativas (figura
5).

A liberagdo de citocinas pelos astrocitos e microglia usualmente trata-se de um processo
favoravel, cujo proposito € proteger o sistema nervoso contra ameagas potencialmente
deletérias. Entretanto, durante a neuroinflamacao ocorre uma produ¢do exacerbada de fatores

pré-inflamatorios e oxidantes pelas células gliais, os quais contribuem
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Figura 5 — Disfun¢do da BHE durante a neuroinflamacao.

g

V‘,-
&

N, >
IL-1b
e
IL-6
>
LPS —
ROs @ A
NO - A%
— m 16

o ROS
A 1Y NO

L
mmp-2 | ’?}iﬁ?ﬁ
——
MMP-9 ' Activated microglia

BRBR

Fonte: adaptado de DANIELSKY et al., 2018.

Nota: o LPS e as citocinas pro-inflamatoérias TNF-a, IL-1p, e IL-6
atuam na BHE ativando suas células, levando ao
comprometimento da homeostase e o consequente aumento da
permeabilidade. Além disso, esses mediadores ativam as MMP
2 e 9 que quebram as jungdes entre as células da BHE, a qual
perde sua seletividade e passa a permitir a entrada de
mediadores periféricos pro- inflamatorios, além do proprio
LPS. Essas moléculas entdo ativam as células gliais (microglia
e astrdcitos), as quais tentam proteger o SNC de insultos,
porém acabam exacerbando a resposta inflamatoéria liberando
ainda mais mediadores pro-inflamatdrios e pro-oxidantes.

para o desenvolvimento de uma neuroinflamacdo cronica e consequentemente, no avango
do rompimento da BHE (DANIELSKY et al., 2018; MORAES et al., 2014).

Os astrocitos sdao células morfologicamente complexas caracterizadas por uma
arborizacdo intrincada e por especializacdes anatomicas que fornecem suporte estrutural e
funcional para a BHE, sinapses neuronais, vasos sanguineos e outras células presentes no SNC
(figura 6). A participagdo dos astrocitos nos mecanismos ligados a neuroinflamagdo e quebra
da BHE ocorre por causa de sua reatividade, caracteristicamente denominada astrogliose
(LINNERBAUER; WHEELER; QUINTANA, 2020; YANG; WANG, 2015).

A reatividade astroglial ¢ uma das alteragdes morfoldgicas observadas durante a
neuroinflamacao e ¢ classificada de acordo com as propriedades morfoldgicas e severidade do
processo neuroinflamatorio desencadeado. A regulacdo positiva dos filamentos de proteinas

intermediarias do citoesqueleto dos astrocitos ¢ uma ferramenta util para classificar a
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Figura 6 — Visdo esquematica da comunicag@o entre neurénios, microglia e astrocitos.
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Nota: esquema representativo da comunicagdo entre neurdnios, microglia e astrocitos no SNC em condigdes
fisiologicas (esquerda) e patologicas (direita). Os astrocitos e a microglia residentes participam
da manutengdo da homeostase e¢ da atividade neuronal em condigdes fisioldgicas. Diferentes
condigdes patologicas podem levar a ruptura desta homeostase e causar dano neuronal através da
inflamagéo.

astrogliose. A proteina acida fibrilar glial (GFAP) ¢ o principal componente dos filamentos
intermediarios astrociticos e, portanto, ¢ considerada um marcador especifico para astrocitos
reativos. A sua expressao aumentada estd relacionada ao aumento da sintese de mediadores pro-
inflamatorios e oxidantes no cérebro, € a formagao de processos astrociticos estendidos, os quais
induzem a morte neuronal (MESSING; BRENNER, 2020; SOFRONIEW, 2015; YANG;
PEKNY; PEKNA, 2014; HOL; PEKNY, 2015).

A microglia sdo células mieloides semelhantes aos macrofagos residentes no SNC, sendo
cruciais para o desenvolvimento e homeostase (figura 6). Com seus processos celulares
altamente moveis, a microglia supervisiona o seu microambiente, atuando ndo apenas como a
primeira linha de defesa, mas também auxiliando na regulacdo da atividade neuronal
(BADIMON et al., 2020; NIMMERJAHN et al., 2005). Ja foi estabelecido que a molécula
adaptadora de liga¢do ao calcio ionizado 1 (Ibal, do inglés ionized calcium binding adaptor
molecule 1) € especificamente expressa nas células microgliais, e que possui um papel regulador
da fun¢do microglial, sendo mais expressa na célula microglial ativada (IMAI et al., 1996; ITO
et al., 1998). Além disso, essas células possuem um papel importante na patogénese associada a
inflamacao em diversas doencas neurodegenerativas (BJORKQVIST et al., 2008; LOPES;
SPARKS; STREIT, 2008).
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Em geral, as células da glia e os neurdnios expressam receptores de citocinas em varias
regides encefalicas (AVITSUR; YIRMIYA, 1999). Devido a isso, as citocinas sdo capazes de
modular neurotransmissores centrais como a dopamina (DA), serotonina (5-hidroxitriptamina,
5-HT), noradrenalina (ou norepinefrina, NE), acido gama-aminobutirico (GABA), acetilcolina
(Ach), neuropeptideos, dentre outros. Essa modulagao ocorre por atuarem sobre a diferenciagao,
crescimento € migracao neuronal para seus alvos, modificando assim a plasticidade sinaptica
(LORTON et al., 2006; MCAFOOSE; BAUNE, 2009). Entretanto, as citocinas também podem
causar efeitos deletérios no SNC, como a morte celular durante o neurodesenvolvimento
(DUNN, 2006; HAVA et al., 2006). Além disso, as citocinas sdo capazes de ativar o eixo HPA,
levando a liberag@o do fator liberador de corticotrofina (CRF) pelo hipotalamo, o qual estimula
a secrecao de hormdnio adrenocorticotréfico (ou corticotrofina, ACTH) pela glandula hipoéfise,
que finalmente estimula a liberagdao e aumento de glicocorticoides (GC) na corrente sanguinea
periférica pelas glandulas adrenais. Os GC tém fungdo basal de atenuar a ativagdo do sistema
imune, porém, em niveis elevados no SNC e em exposi¢des cronicas, eles podem causar efeitos
deletérios como a morte neuronal (SAPOLSKY, 2000). Dentre os GC, destaca-se o cortisol em
humanos (e corticosterona em ratos), o qual ¢ considerado um marcador bioldgico de estresse
¢ ansiedade (SAHU et al., 2022).

Portanto, existem diversas vias de atuagdo nas quais as citocinas podem causar efeitos
neuroimunomoduladores. Levando em considera¢do o delicado processo de neurogénese e
desenvolvimento do SNC no inicio da vida, essa neuroimunomodulagdo pode estar relacionada
a diversos transtornos neuropsiquiatricos, fazendo com que seja de extrema importancia estudos

de correlagdo entre neuroinflamagao ¢ tais transtornos.

2.2 NEUROINFLAMACAO NEONATAL E TRANSTORNOS NEUROPSIQUIATRICOS
RELACIONADOS

A ativagdo do sistema imunologico no periodo perinatal regula a programacao do
desenvolvimento do SNC e ¢ capaz de influenciar o comportamento na vida adulta. A
intercomunicacdo neuroimune ¢ tao significativa que diferentes modelos de ativagdes
imunologicas neonatais influenciam o SNC e comportamento na idade adulta, podendo gerar
alteragdes neurobioldgicas que resultam na amplificagdo de reagdes inflamatorias sistémicas ao
longo da vida (YANG et al., 2016) ou predispondo o individuo a transtornos neuropsiquidtricos
como esquizofrenia ou autismo (BROWN et al., 2004; SHI et al., 2003; PANG et al., 2016;
RANTAKALLIO et al., 1997).
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As adversidades enfrentadas pelo sistema imunoldgico em neonatos podem contribuir
para o desenvolvimento de anormalidades comportamentais e transtornos neuropsiquiatricos.
Em roedores neonatos, infecgdes bacterianas ou a exposicao ao LPS sdo capazes de produzir
efeitos a longo prazo em diferentes funcdes cerebrais. Além disso, pode haver periodos criticos
durante os quais o desafio imunoldgico deve ocorrer, resultando em efeitos comportamentais
especificos. A variagdo do dia pds-natal, da dose de LPS utilizada, da via de administragdo e do
numero de repeticdes durante a primeira infancia em roedores adolescentes ou adultos causam
efeitos no SNC com gravidades variadas e as consequéncias podem ser bastante diversas (quadro
1).

Os dias pos-natais (PND) de 1 a 3 em roedores representam as semanas de gestagao 23
a 32 em humanos, os quais sdo caracterizados pelo desenvolvimento do sistema imune e
estabelecimento da BHE. Em contraste, durante os PND 5 a 10, o sistema imune ainda esta
sendo consolidado, enquanto as densidades axonal e dendritica aumentam e a gliogénese esta
em pico (SEMPLE et al., 2013). Portanto, o dia neonatal de exposi¢ao ao LPS pode ser relevante
para as diferencas comportamentais € moleculares observadas em diferentes fases da vida.

Estudos em modelos animais fornecem um apoio convincente para o crescente corpo de
evidéncias epidemioldgicas de que as etiologias de algumas doencas psiquidtricas em seres
humanos sdo de origem neurodesenvolvimental. Os transtornos neuropsiquiatricos associados
ao desafio imune com LPS durante o neurodesenvolvimento sdo transtorno do espectro autista
(TEA), esquizofrenia, depressdo e transtornos de ansiedade.

O Manual Diagnostico e Estatistico da Associacdo Americana de Psiquiatria e
Transtornos mentais (DSM-V, 2014) ¢ um dos sistemas mais amplamente utilizados para
classificar transtornos mentais e fornece critérios diagnosticos padronizados. Segundo o DSM-
V, as principais caracteristicas do TEA seguem os critérios: (A) prejuizo persistente na
comunicagdo social reciproca e na interagdao social, (B) padrdes restritos e repetitivos de
comportamento, interesses ou atividades, (C) sintomas apresentados desde o inicio da infancia
e (D) limitagdo ou prejuizo do funcionamento didrio. A incidéncia de TEA alcanga cerca de 1%
da populagdo, sendo que o diagnéstico € quatro vezes maior no sexo masculino que no feminino
(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013).

Apesar de décadas de pesquisa, muito pouco se sabe sobre a etiologia e/ou fisiopatologia
do TEA, que parece ser o resultado da combinacdo de fatores ambientais, culturais,
neuroldgicos, imunoldgicos e genéticos. Seu diagndstico ¢ complexo devido a auséncia de

sintomas exclusivos do transtorno e pelas diferentes manifestacdes em relagdo a severidade e



Quadro 1 - Associacao do LPS com transtornos neuropsiquiatricos de acordo com o
periodo de exposi¢cdo durante o neurodesenvolvimento
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Periodo de Exposicao | Dose de LPS | Alteracées Observadas | Transtorno Autores

(PND - dia pés-natal) Neuropsiquiatrico

e animais utilizados associado

PND 3, ratos 1 mg/kg Fendtipos mistos Autismo PANGetal.,
microgliais (M1, M2) 2016
Jcomunicacao
linteragdo
Déficits cognitivos

PND 5, ratos 1 mg/kg 1 TNF-a, IL-1B, IL-6, Autismo PANGet al.,
iNOS 2003
Hipomielinizagao
Lesdo no desenvolv.
subst. branca

PND 3 e 5, ratos 50 ng/kg Tcomportamentos de Ansiedade WALKER et al.,
ansiedade 2009
Tcorticosterona

PND 3 e 5, ratos 50 ug/kg Testresse oxidativo Depressao MACRAE et al.,
linteragdo social 2015

PND 3 e 5, ratos 50 pg/kg Tcomportamentos de Depressao TISHKINA et
ansiedade e depressao al., 2016
Tcorticosterona
Comprometimento no
eixo HPA e HC
(neuroplasticidade e
memoria)

PND 3 e 10, 100 ng/kg JTNF-0, IL-6, IL-10 BARTH et al.,

camundongos TNeutroéfilos 2016

PND 4 a 6, 6 mg/kg lpeso corporal e cerebral CARDOSO et

camundongos Hipoplasia cerebelar al., 2015
Perda neuronal
Mielinizacao retardada

PND 7 e 9, ratos 500 png/Kg | Parvalbumina Esquizofrenia JENKINS et al.,
hipocampo 2009

PND 10, ratos 100 pg/kg Tpeso corporal Depressao IWASA et al.,
Tingestdo de alimento 2010
Tleptina sérica
lcitocinas HT

PND 14, ratos 100 pg/kg T1L-6 sérica Depressao KENTNER et
Tcox-2 HT al., 2010

Fonte: adaptado de CUSTODIO, 2017.

variedade de sinais e sintomas (BARAHONA-CORRA; FILIPE, 2016; SCHWARZ et al.,
2011; LANDRIGAN et al., 2010). Dentre os fatores ambientais que podem aumentar a
incidéncia do autismo, existe a neuroinflamacao (BERNARDI et al., 2012; ZILBOVICIUS et

al., 2006). Em humanos, niveis elevados de citocinas anti e pré-inflamatorias foram

encontrados em alguns pacientes autistas em algumas regides cerebrais. As citocinas pro-

inflamatorias resultariam em ativagdo microglial e neuroinflamagao, e de fato, foi observada
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uma ativacao de células da glia no cérebro e no fluido cérebro-espinhal (PARDO et al., 2005).
Além disso, um grupo de pacientes autistas mostrou uma elevagao nos niveis de TNF-a no soro
e liquido cérebro-espinhal, refor¢ando a associagdo entre as citocinas e o autismo (CHEZ
etal.,2007).

J& a esquizofrenia ¢ um transtorno neuroldgico crénico grave e incapacitante, com
alteragdes das fungdes sociais, comportamentais e cognitivas. Os critérios diagnosticos do
DSM-V especificam que dois ou mais sintomas de esquizofrenia devem estar presentes por um
periodo de pelo menos um més. Um sintoma deve ser delirios (crengas que conflitam com a
realidade), alucinagdes (ver ou ouvir coisas que ndo existem) ou discurso desorganizado, com
palavras que ndo seguem as regras da linguagem e podem ser dificeis ou impossiveis de
entender. O segundo sintoma pode ser um dos seguintes: comportamento grosseiramente
desorganizado ou catatonico (pensamento confuso ou comportamento ou movimentos bizarros)
ou sintomas negativos, como a incapacidade de iniciar planos, falar, expressar emogdes ou
sentir prazer. O diagnostico também requer prejuizos significativos no funcionamento social ou
ocupacional por um periodo de pelo menos seis meses. O inicio da esquizofrenia geralmente
ocorre no final da adolescéncia ou inicio dos 20 anos, com os homens geralmente apresentando
sintomas mais cedo do que as mulheres (MEYER; FELDON, 2010). Os primeiros sinais da
condicdo que podem ocorrer antes do diagnodstico incluem baixa motivagdo, relacionamentos
dificeis e baixo desempenho escolar (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013).

Virios fatores podem desempenhar um papel no desenvolvimento da esquizofrenia,
incluindo genética, disfungdes de areas cerebrais, fatores ambientais, alteracdes fisiopatologicas
e comprometimentos durante o neurodesenvolvimento (ARAUJO, 2015; MONTE, 2013;
MORERA-FUMERO; ABREU-GONZALEZ, 2013). Alguns estudos trazem
que um desbalango no sistema imunologico em fases criticas do neurodesenvolvimento poderia

estar envolvido na patogénese da esquizofrenia (RIBEIRO, 2013; BORELLA, 2013;
MULLER; SCHWARZ, 2010). Além disso, descobertas de estudos recentes sugeriram que as
neurotransmissoes serotoninérgicas e glutamatérgicas estao intimamente ligadas na produgao
de respostas farmacoldgicas a compostos psicodélicos e medicamentos antipsicoticos, o que
pode beneficiar distirbios psiquiatricos, incluindo a esquizofrenia (MAHMOOD et al., 2022).

Quanto a depressao, os sintomas incluem afastamento do convivio social, anedonia,
tristeza, anorexia, perda de peso, retardo psicomotor, ansiedade, tensao, fadiga, dificuldades de

concentragdo, memoria falha, irritabilidade, intestino irritavel e dor de cabeca (MAES et al.,
2010). Ja é muito bem estabelecido na literatura que pacientes deprimidos podem apresentar

diminui¢do da serotonina cerebral e alteragdes nos receptores 5-HT, como diminui¢do dos
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receptores 5-HT1a e aumento dos receptores 5-HT> (MAES; MELTZER, 1995), bem como
secrecao elevada de cortisol (DINAN, 2001).

Nas ultimas décadas, novos desenvolvimentos na pesquisa psiquiatrica levaram a
hipotese de que processos inflamatorios e interagdes neuroimunes estdo envolvidos na
patogénese da depressdo maior e podem ser a base de alguns dos correlatos serotoninérgicos e
adrenocorticais frequentemente observados. Essa hipotese foi denominada hipdtese de
mondcitos-T-linfécitos ou de citocinas da depressao (MAES 1993, 1995, 1999; MAES;
SMITH; SCHARPE, 1995). Desde entdo, tem havido muitos achados consistentes de niveis
aumentados de citocinas pro-inflamatorias em pacientes com depressdo, como a. interleucina-
1 (IL-1), IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, INF-y e TNFa (SCHIEPERS; WICHERS; MAES, 2005).
Além disso, a administra¢cdo de indutores inflamatorios como lipopolissacarideo (LPS), IL-1p,
TNF-a ou outras citocinas pode induzir comportamento semelhante a depressdo em roedores
(ZHENG et al., 2021), conectando também a depressdo a processos inflamatdrios.

Junto a depressao, a ansiedade esta entre os transtornos psiquiatricos mais comuns no
mundo (SANTOMAURO et al., 2021). A taxa de comorbidade de transtorno de ansiedade e
depressdo ¢ muito alta, com cerca de 74% dos pacientes deprimidos apresentando sintomas de
ansiedade, enquanto 61% dos pacientes ansiosos apresentam sintomas de depressdo
(ALMEIDA-FILHO et al., 2007). Os transtornos de ansiedade sdo caracterizados por medo
excessivo e persistente, preocupacdo, ansiedade e distlirbios comportamentais relacionados. O
medo envolve uma resposta emocional a uma ameaga, seja essa ameaga real ou percebida,
envolvendo a antecipacdo de que uma ameaca futura pode surgir. Um dos tipos de transtorno
de ansiedade ¢ a desordem de ansiedade social: um disttrbio psicologico bastante comum que
envolve um medo irracional de ser observado, julgado, humilhado e/ou envergonhado. A
ansiedade causada por esse distirbio pode ter um grande impacto na vida de um individuo e
dificultar o funcionamento na escola, no trabalho e em outros ambientes sociais (AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013).

A etiologia dos transtornos de ansiedade ¢ atualmente entendida como multifatorial, com
a genética e o ambiente contribuindo para a predisposi¢do e inicio de um transtorno clinico, até
mesmo ainda na infancia (SHATKIN, 2015). Muitos estudos mostraram consistentemente que
a neuroinflamacao e as alteracdes subsequentes nas regioes cerebrais envolvidas na regulacdo
emocional desempenham um papel essencial na patologia da depressdo e transtornos de
ansiedade (RISBROUGH; VAUGHN; FRIEND, 2022; MILANESCHI et al., 2021,
WESTFALL et al., 2021). Niveis de marcadores inflamatorios, como IL-1f, IL-6, proteina C

reativa (PCR), receptor toll-like 3 (TLR3) e TLR4 estavam aumentados em pacientes com
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depressdao e ansiedade (KIECOLT-GLASER; DERRY; FAGUNDES, 2015). Além disso,
estudos recentes demonstram que a neuroinflamagdo em modelos animais ¢ capaz de
desenvolver comportamento tipo ansioso a médio e longo prazos (CHEN et al., 2022; GAN et
al.,2022; LEN-RODRGUEZ et al., 2022).

Uma caracteristica comum entre esses transtornos ¢ a alteragdo do comportamento
social. Além do TEA, esquizofrenia, ansiedade e depressdo, outros transtornos
neuropsiquiatricos também afetam a sociabilidade dos individuos acometidos. O transtorno de
déficit de atencdo e hiperatividade (TDAH), a desordem de personalidade antissocial, o
transtorno de personalidade esquiva, o transtorno de apego reativo e o transtorno de conduta
possuem sintomas caracteristicos que incluem comportamentos sociais anormais (AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013). Sendo assim, este trabalho visou analisar possiveis
alteragdes no comportamento social de animais submetidos a diferentes modelos de

neuroinflamag¢ao neonatal.

2.3 SUBSTNCIA PSICODLICA 25H-NBOMe

NBOMe ¢ uma classe de novas substincias psicoativas que tem emergido e ganhado
proeminéncia no mercado de drogas de abuso, como uma novidade entre as “designer drugs”.
As NBOMes sao fenetilaminas N-2-metoxi-benzil que t€m sido utilizadas por serem analogas
das drogas psicodélicas da familia 2,5-dimetoxi-fenetilamina (2C) (figura 7). Em particular, a
droga 25H-NBOMe [2-(2,5-dimetoxi-fenil)-n-[(2-metoxifenil)metil|etanoamina] ¢ a droga
NBOMe analoga da droga 2C-H (4-cloro-2,5-dimetoxi-fenetilamina). A substituicdo N-2-
metoxi-benzil aprimora a afinidade de ligacao das drogas 2C aos receptores serotoninérgicos
5-HT>a, resultando em um potente agonista desses receptores (BRADEN et al., 2006; HEIM,
2004; NICHOLS et al., 2015) com fortes propriedades alucindgenas tanto em animais quanto
em humanos (HALBERSTADT; GEYER, 2014; SRISUMA et al., 2015).

Os alucindgenos sao geralmente utilizados ndo de maneira medicamentosa, mas sim
recreacionalmente devido aos seus efeitos psicotropicos, os quais foram descritos como
aumento da capacidade de comunicagdo, autoconhecimento e empatia (VOLLENWEIDER,
2020). Esses efeitos se relacionam a alta afinidade pelos receptores cerebrais 5-HT por
agonismo total ou parcial (se liga a um receptor em seu sitio ativo, mas s6 produz uma resposta
parcial, mesmo quando todos os receptores estdo ligados nesse agonista), possibilitando a
modulacdo da neurotransmissdo serotoninérgica (EGAN et al., 1998). As drogas com essas

propriedades também sao conhecidas como psicodélicas, como por exemplo a dietilamida do
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acido lisérgico, popularmente conhecido como LSD, e a psilocibina, que ¢ um psicodélico de
ocorréncia natural em alguns géneros de fungos. Os psicodélicos fazem parte de uma familia
de drogas psicoativas conhecidas por suas propriedades alucindgenas e pelo potencial de alterar
o humor, a percepg¢ao e a cognigdo, devido a afinidade por receptores de neurotransmissores no

SNC (AGHAJANIAN, 1999).

Figura 7 — Estrutura quimica das drogas 2C e suas drogas NBOMes analogas.
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Fonte: RICKLI et al., 2015.
Nota: estruturas quimicas das 2,5-dimetoxi-fenetilaminas (drogas 2C) e suas analogas N-2-metoxi-

benzil substituido (NBOMe).

Em um estudo de comparagdo, foi demonstrado que as drogas NBOMe possuem uma
maior afinidade pelos receptores 5-HT> do que 5-HT}, ao contrario do LSD. Além disso, elas
sao ligantes altamente potentes do receptor 5-HT»a, sendo agonistas parciais desse receptor. Em
relagdo ao potencial alucindgeno, os perfis de ligacdo in vitro sugeriram que as drogas NBOMe
tém maior potencial e efeitos alucindgenos do que as drogas 2C originais, e sdo semelhantes ao
LSD, o qual possui alto potencial alucindgeno, devido a sua poténcia semelhante ou até mais
alta nos receptores 5-HT2a. Apesar de o 25H-NBOMe, especificamente, ser a unica droga
NBOMe testada com menor poténcia em relacdo ao LSD, ele possui uma maior eficdcia de
ativacdo do receptor 5-HT2a (RICKLI et al., 2015).

A nivel celular, a ativagdo do receptor 5-HT»a por um agonista pode levar ao
recrutamento de uma proteina G trimérica para o receptor. No caso do 5-HT»a, 0 receptor
interage principalmente com a proteina Gagq, resultando na ativacdo da fosfolipase C (PLC),
actmulo de fosfatidil inositol e diacilglicerol, ativagdo da proteina quinase C (PKC) e liberacao

de Ca?" intracelular (HOYER et al., 1994). Outros eventos de sinalizagio incluem a atividade
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da fosfolipase A (PLA), associada a liberacdo de 4cido araquidonico e a mobilizagdo de Ca?*
através de canais na membrana celular (KURRASCH-ORBAUGH et al., 2003). Além das vias
de sinalizagdo candnicas relacionadas a proteina G, outras proteinas podem interagir com
receptores acoplados a proteina G (RAPG) ativados, como a B-arrestina 2 (Barr2). Essa proteina
pode ndo s6 influenciar a internalizagdo e dessensibilizagdo do receptor, mas também pode
induzir eventos de sinalizagao (NICHOLS, 2016; LOPEZ-GIMENEZ; GONZALEZ- MAESO,
2018; CANAL, 2018).

O receptor 5-HT2a foi um dos primeiros RAPG em que a seletividade funcional foi
reconhecida (BERG et al., 1998; URBAN et al., 2007). O fendmeno mais bem descrito neste
receptor € a ativagao seletiva de PLC ou a via de PLA. Neste contexto, varios agonistas com
preferéncia para qualquer uma das vias foram identificados, sendo que um estudo recente
demonstrou que a substancia psicodélica 25H-NBOMe possui preferéncia de viés para o
recrutamento de B-arr2 em vez de miniGog, em comparagao com a substancia psicodélica de
referéncia LSD (POTTIE; DEDECKER; STOVE, 2020).

Viérios transtornos neuropsiquiatricos foram relacionados ao receptor 5-HT2a. Pessoas
com sindrome de Asperger (a qual faz parte do espectro autista) tiveram uma reducao
significativa na ligacdo ao receptor 5-HT»a cortical no cortex cingulado total, anterior e
posterior; bilateralmente nos lobos frontal e temporal superior; e no lobo parietal esquerdo.
Além disso, a ligacdo reduzida ao receptor foi significativamente relacionada a comunicacao
social anormal (MURPHY et al., 2006). Os niveis do receptor 5S-HT2a parecem nao ser afetados
em pacientes que sofrem de TDAH, mas os polimorfismos do receptor podem ser um fator
modulador desse transtorno (PORNNOPPADOL et al., 1999). Um estudo encontrou uma
diminui¢do nos niveis de 5-HT2a no hipocampo em pacientes com depressao maior (MINTUN
et al., 2004), e outro estudo utilizando camundongos transgénicos com pouca ou nenhuma
expressao do receptor 5-HT2a no cérebro indica que ele ¢ necessario para a modulacdo do
comportamento tipo ansioso (WEISSTAUB et al., 2006). Quanto a esquizofrenia, o receptor 5-
HT2a desempenha um papel significativo nesse transtorno, devido ao fato de que a maioria dos
medicamentos antipsicoticos tipicos e quase todos os atipicos usados na terapia ligam-se
aos receptores 5-HT2a (KASPER et al., 2003; MELTZER; MCGURK, 1999).

Além disso, as drogas NBOMe também possuem alta afinidade (como agonistas) por
receptores adrenérgicos alfa 1 (ai) e receptores associado a tragos de aminas do tipo 1 (TAAR1),
semelhantemente ao LSD. Entretanto, ndo possuem afinidade por receptores dopaminérgicos
Di.3 da mesma forma que o LSD, portanto o perfil de ligagdo das drogas NBOMe apontam para

um efeito alucindgeno forte (similar ao LSD), porém com maiores
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propriedades estimulantes devido a interagdes com receptores a; (RICKLI ez al., 2015). De fato,
ja foram reportados efeitos cardiovasculares produzidos por drogas NBOMe, além de seus
efeitos alucindgenos. Especificamente, sintomas de toxicidade simpatomimética incluindo
taquicardia, hipertensdo, midriase, agitagdo e hipertermia foram comumente reportados em
casos de intoxicacdo aguda com NBOMe (HILL et al., 2013; ROSE et al., 2013; SRISUMA et
al.,2015; STELLPFLUG et al., 2014; WOOD et al., 2015).

Em paralelo, alguns estudos demonstraram mecanismos potenciais que correlacionam
as desordens do neurodesenvolvimento induzidas pela inflamacdo ao metabolismo do
aminoacido triptofano (TRP) no SNC. O TRP ¢ precursor de serotonina e melatonina por meio
ativacdo da enzima triptofano-hidroxilase (TH) (figura 8). Entretanto, a baixa
disponibilidade de TRP afeta a neurotransmissdo serotoninérgica, causando sintomas de
depressdao (WIDNER et al., 2002; NEUMEISTER, 2003; FITZGERALD et al., 2008). Isso
ocorre porque o TRP também € precursor da via das quinureninas, sendo degradado pela enzima
indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) (figura 9). Consequentemente, quando o TRP ¢
desviado para a via das quinureninas, ocorre uma diminuicao do substrato disponivel para a via
serotoninérgica. Essa desregulacdo ¢ mediada pela inflama¢do e tem sido associada a
transtornos do neurodesenvolvimento incluindo a esquizofrenia (ARAUJO, 2015) e a
depressao (DANTZER et al., 2008a).

Um estudo observou que a administragdo de LPS intraperitoneal (i.p.) induz a expressao
da enzima IDO no cérebro alterando a via das quinureninas e causando alteragdes
comportamentais do tipo depressivo e ansioso (O'CONNOR et al., 2009a). Entretanto, este
estudo ndo identificou o tipo celular que havia produzido a IDO. Sabe-se que a microglia,
astrocitos, neurdnios e células endoteliais sdo capazes de produzir a enzima IDO (DANTZER
et al., 2008a). De fato, em um estudo com cultura de células primarias da glia de ratos, foi

observado um aumento da expressao de IDO induzido por LPS (CONNOR et al., 2008).
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Figura 8 — Sintese e liberac;ﬁo de serotonina na fenda sinéptica.
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Fonte: AAN HET ROT; MATHEW; CHARNEY, 2009.

Nota: sinapse da serotonina. A serotonina é sintetizada a partir do triptofano pela enzima triptofano
hidroxilase. Ela ¢ entdo armazenada em vesiculas para ser liberada na fenda sinaptica
quando o neurdnio ¢ estimulado. Na fenda sinaptica, a serotonina pode
(1) se ligar aos seus receptores em outros neurdnios pos-sinapticos, (2) se ligar em
receptores no neurdnio pré-sinaptico de onde foi liberada, promovendo feedback e
regulando a plasticidade neuronal e (3) ser recaptada pelo neurdnio pré-sinaptico
por meio de um transportador, para ser reciclada ou degradada pela enzima monoamina-
oxidase e excretada na urina.

A desregulacdo da via das quinureninas causada pela inflamagao tem sido relacionada
como um coadjuvante para uma variedade de desordens neuroldgicas (PEREZ-DE LA CRUZ
et al., 2007). Portanto, levando em consideracdo que a neuroinflamacdo neonatal induzida por
LPS pode afetar e modular o neurodesenvolvimento, inclusive na via serotoninérgica, ¢
relevante estudar a capacidade de atuagdo de potenciais agonistas 5-HT como agentes
terapéuticos. Sendo assim, este trabalho objetivou avaliar o potencial terapéutico do psicodélico
25H-NBOMe em modelos animais de neuroinflamacido com LPS, tanto em machos quanto em

fémeas.
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Figura 9 — Efeitos neurotoxicos € neuroprotetores dos metabolitos do TRP.
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Fonte: CARVALHO et al., 2017.

Nota: metabolismo do triptofano nas vias da serotonina e das quinureninas. Durante uma inflamagao,
o IFN-a ¢ o TNF-a estimulam a atividade da enzima IDO, comprometendo a sintese de
serotonina ¢ favorecendo a via das quinureninas, bem como a producdo de metabodlitos
neurotdxicos como o acido 3-hidroxiquinurenina (3-HK) e o acido quinolinico (AQ). As
interleucinas 4 e 10 (IL-4 e IL-10) diminuem a atividade da IDO, consequentemente reduzindo
o catabolismo do triptofano, sem comprometer a produgao de serotonina. O acido quinurénico
(QUINA) atua como antagonista dos receptores NMDA (N- metil-D-aspartato) e dos
receptores o7-nicotinico de acetilcolina, exercendo a¢@o neuroprotetora.
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3 JUSTIFICATIVA

A neuroinflamacao durante o periodo neonatal tem mostrado afetar varios aspectos
vulneraveis do desenvolvimento cerebral, contribuindo para diversas manifestagoes de
disfun¢des neuronais e comportamentais que podem se manifestar ao longo da vida. Essa
neuroinflamagao estd associada a disfungao cerebral aguda e complicagdes neuroldgicas a longo
prazo que incluem déficits cognitivos, esquizofrenia, depressdo, ansiedade e transtorno do
espectro autista em modelos animais com ratos (ADAM et al., 2013; PANG et al., 2016;
TISHKINA et al., 2016; WALKER et al., 2009; WISCHHOF et al., 2015). A busca por novos
tratamentos mais eficazes para transtornos neuropsiquiatricos ¢ constante, ¢ a descoberta de
novas substancias psicotropicas como as drogas NBOMe devem ser investigadas quanto ao
potencial terapéutico.

Na literatura, ndo sdo encontradas evidéncias sobre os efeitos das substancias NBOMe
sobre o comportamento social. No entanto, substancias semelhantes apresentam propriedades
terapéuticas em diversos transtornos neuropsiquiatricos, incluindo melhoras na sociabilidade
(INSERRA; GREGORIO; GOBBI, 2020). Portanto, torna-se relevante um estudo que
possa identificar o potencial terapéutico das drogas NBOMe no tratamento de sintomas de

desordens neuropsiquiatricas.
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4 OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho sao descritos abaixo.

4.2 OBJETIVO GERAL

Avaliar alteragdes comportamentais e correlaciona-las com alteragdes proteicas no
cortex pré-frontal de ratos na peripuberdade submetidos a inflamagdo sistémica neonatal com
LPS e verificar se essas alteracdes podem ser revertidas/atenuadas pelo tratamento com 25H-

NBOMe.

4.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.3.1 Investigar o efeito da administracdo sistémica de LPS em uma dose baixa (0,2 mg/kg)
e uma dose alta (1 mg/kg) no periodo neonatal sobre:
a) ataxa de sobrevida apos a aplicacao de LPS;
b) o peso corporal ao longo do tempo;
¢) onumero de vocalizag¢des ultrassonicas durante o desafio imunologico;
d) o numero de vocalizagdes ultrassonicas no PND12;
e) a capacidade locomotora no teste de campo aberto nos animais na peripuberdade;
f) o comportamento de brincar nos animais na peripuberdade;
g) aexpressao das proteinas GFAP e sinaptofisina no cortex pré-frontal dos
animais na peripuberdade.
4.3.2 Investigar o efeito agudo da administragdo sistémica de 25H-NBOMe em uma dose
baixa (0,3 mg/kg) e uma dose alta (1 mg/kg) na peripuberdade de ratos submetidos a
neuroinflamacao neonatal sobre:
a) o numero de contragdes da cabega (HTR) imediatamente apds a administracdo de
25H-NBOMe;
b) o comportamento de brincar;
c) acapacidade locomotora no teste de campo aberto;

d) aexpressdo das proteinas GFAP, Ibal e sinaptofisina no cortex pré-frontal.
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5 METODOLOGIA

5.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar fémeas e machos (para acasalamento) a partir de 8
semanas de vida, entre 200 e 250 gramas (g) de peso, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG). Os animais foram mantidos em caixas de
polipropileno em condi¢des de temperatura de £22°C, em fotoperiodo definido de 12 horas
sendo as luzes acesas as 07:00, e com ra¢ao comercial e agua ad [libitum. Todos os
procedimentos foram aprovados pelo Comité de Ftica em Pesquisa com Animais da

Universidade Federal de Alfenas sob o nimero de protocolo 20/2022 e 28/2021.

5.2 ACASALAMENTO E PADRONIZACAO DAS NINHADAS

Apo0s o periodo de ambientacdo de no minimo 7 dias no biotério do Laboratorio de
Fisiologia Translacional, no final da tarde, as fémeas foram colocadas para acasalamento com
machos experientes na propor¢do de duas fémeas para cada macho. Na manha seguinte foi
realizado esfregaco vaginal para avaliar presenga de espermatozoides, que foi considerada
como o dia zero de gestacdo (GD0). A fémea gestante foi entdo colocada em uma caixa
individual sob as mesmas condigdes ambientais descritas anteriormente.

O dia do nascimento dos filhotes foi considerado o dia pos-natal zero (PNDO) e nesse
dia ndo houve manuseio dos animais. No PNDI as ninhadas foram padronizadas em 6 fémeas
e 6 machos cada e marcados com aplicagdo subcutanea de tinta Nankin. A marcagdo fez-se
necessaria pois cada animal da ninhada foi aleatoriamente selecionado para compor um grupo
experimental diferente. Sendo assim, nao houve influéncia da ninhada ou do comportamento
materno, pois ndo foram utilizados dois animais de uma mesma ninhada para a composi¢ao de
um mesmo grupo.

Para a realizagdo deste estudo, foram realizadas duas etapas de procedimentos. A
primeira etapa visou selecionar a dose de LPS e procedimento de aplicacdo em que houvesse
maiores alteragdes comportamentais na peripuberdade. Tendo escolhido a dose de LPS, a
segunda etapa utilizou essa dose no periodo neonatal para que fosse feito o tratamento com

25H- NBOMe na peripuberdade.
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5.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL DA PRIMEIRA ETAPA

As fémeas gestantes foram mantidas no biotério até o dia do parto, o qual foi considerado
o PNDO da prole. No PNDI as ninhadas foram padronizadas em 6 fémeas e 6 machos cada e
marcados com aplicag¢do subcutanea de tinta Nankin. No PND3, os filhotes foram injetados com
salina ou LPS. Foram formados 6 grupos para determinacao da dose de LPS: (1) sal aplicada no
PND3, (2) LPS 0,2 mg/kg aplicado no PND3, (3) LPS 1,0 mg/kg aplicado no PND3, (4) sal
aplicada nos PND3-5, (5) LPS 0,2 mg/kg aplicado nos PND3-5 ¢
(6) LPS 1,0 mg/kg aplicada nos PND3-5, como demonstrado no Quadro 2. Foram escolhidos

um macho e uma fémea aleatoriamente de cada ninhada para a composi¢ao dos grupos.

Quadro 2 — Grupos experimentais para padronizagdo do modelo de inflamagdo

neonatal.

Animais | Tratamento e dose | Frequéncia de aplicacoes Sigla

Machos | Salina 0,9% (1 ml/kg) 1 (PND3) 1xSal 1,0 ml/kg
Machos LPS (0,2 mg/kg) 1 (PND3) 1xLPS 0,2 mg/kg
Machos LPS (1 mg/kg) 1 (PND3) 1xLPS 1,0 mg/kg
Machos | Salina 0,9% (1 ml/kg) 3(PND3,4¢)5) 3xSal 1,0 ml/kg
Machos LPS (0,2 mg/kg) 3(PND3,4¢5) 3xLPS 0,2 mg/kg
Machos LPS (1 mg/kg) 3(PND3,4¢5) 3xLPS 1,0 mg/kg
Fémeas | Salina 0,9% (1 ml/kg) 1 (PND3) 1xSal 1,0 ml/kg
Fémeas LPS (0,2 mg/kg) 1 (PND3) 1xLPS 0,2 mg/kg
Fémeas LPS (1 mg/kg) 1 (PND3) IXxLPS 1,0 mg/kg
Fémeas | Salina 0,9% (1 ml/kg) 3(PND3,4¢)5) 3xSal 1,0 ml/kg
Fémeas LPS (0,2 mg/kg) 3 (PND3,4¢)5) 3xLPS 0,2 mg/kg
Fémeas LPS (1 mg/kg) 3(PND3,4¢)5) 3xLPS 1,0 mg/kg

Fonte: autora.

Duas horas apos a administragdo de LPS (tanto no PND3 quanto no PNDS5), a
comunicac¢do dos filhotes foi avaliada pelo teste de vocalizagdes ultrassonicas (VUS), o qual
foi repetido no PND12. O desmame foi feito no PND21 quando os animais foram separados
por sexo. Todos os filhotes passaram por todos os testes comportamentais sendo previamente
ambientados ao ambiente e aparatos. Na peripuberdade (entre os PND30 e PND34), foram
realizados os testes de campo aberto (PND30) e comportamento de brincar (PND33). Além

disso, todos os animais foram pesados a cada 2 dias em balanca analitica. Um resumo grafico
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do delineamento experimental da primeira etapa segue abaixo na figura 10:

Figura 10 — Resumo grafico do delineamento experimental da primeira
etapa, em cada dia pos-natal.
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Fonte: autora.

ApoOs o teste de comportamento de brincar, os animais foram eutanasiados por
decapitacdo e imediatamente apds foi dissecado o cortex pré-frontal de cada animal. As

estruturas foram mantidas a -80 °C até a realizagcdo do ensaio de Western blotting (WB).

5.4 MODELO DE NEUROINFLAMACAO NEONATAL E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Para caracterizacdo do modelo de inflamagdo no periodo neonatal, utilizou-se
lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli, sorotipo 026:B6, Sigma-Aldrich (10 mg/ml)
dissolvido em solugdo salina 0.9%. As aplicagdes foram realizadas utilizando-se uma seringa
de insulina (1 ml) pela via intraperitoneal. Os grupos experimentais foram definidos de acordo
com a dose de LPS e frequéncia de aplicacdes, como ja demonstrado no quadro 2, devido a
diversidade de protocolos de inflamacao neonatal encontrados na literatura. Portanto, foram
definidos seis grupos experimentais que englobassem uma tUnica administracdo de LPS no
PND3, bem como 3 aplica¢des em dias consecutivos, em duas doses de LPS: uma dose baixa
(0,2 mg/kg) e uma dose alta (1 mg/kg). Os grupos controle receberam uma dose equivalente de
solugdo salina 0,9% (1 ml/kg).

Sabe-se que uma uUnica injecdo sistémica de LPS ¢ utilizada para reproduzir uma

inflamacao sistémica aguda, enquanto injegdes multiplas imitam uma condi¢do inflamatoria
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cronica (DINEL et al., 2014; MING et al., 2015). Contudo, o uso de LPS sistémico de maneira
repetitiva ativa a microglia e causa alteragdes na barreira hematoencefélica, aumentando a
penetracdo do LPS no SNC e mobilizando outros elementos envolvidos na resposta
inflamatoéria, além de morte neuronal (SCHWARTZ et al., 2000; BENATTI et al., 2009;
CERVETTO et al., 2013). Por essas razdes, foram utilizados ambos os modelos de aplicacdes
para simular tanto uma neuroinflamagdo neonatal aguda, quanto persistente. Além disso, os
PND 1-3 representam as semanas de gestacdo 23-32, caracterizadas pelo desenvolvimento do
sistema imune e estabelecimento da BHE. Em contraste, durante os PND 5-10 o sistema imune
ainda estd sendo consolidado, enquanto as densidades axonal e dendritica aumentam e a
gliogénese esta em pico (SEMPLE et al., 2013). Portanto, o dia neonatal de exposi¢do ao LPS

pode ser de relevante para as diferencas comportamentais observadas na peripuberdade.

5.5 AVALIACAO DA COMUNICACAO

A avaliagdo das vocalizagdes ultrassonicas (VUS) representa uma forma importante de
avaliag@o das habilidades comunicativas entre o filhote e a mae. O propdsito do teste foi detectar
alteracdes no niumero de vocaliza¢des 2 horas ap6s a administragdo de LPS nos PND3 e 5, além
de verificar se essas alteragoes foram duradouras, sendo novamente avaliadas no PND12. Para
isso, cada filhote foi separado de sua ninhada e colocado em uma caixa com temperatura
controlada (25 °C) por 10 minutos. Apds o isolamento, o filhote foi colocado em um recipiente
de acrilico situado em uma camara a prova de som posicionado abaixo de um microfone
conectado a um sistema de aquisi¢do computadorizado (ML 221 PowerLab, ADInstruments,
Bella Vista, NSW, Australia) para detectaras VUS a 35-50 kHz. Os sons foram registrados por 3
minutos e o numero total de VUS foram analisados posteriormente. A camara a prova de som e

o recipiente de acrilico foram limpos com uma solugdo de 4lcool a 5% apos cada teste.

5.6 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL DA SEGUNDA ETAPA

De igual modo, as fémeas gestantes foram mantidas no biotério de Fisiologia
Translacional até o dia do parto, o qual foi considerado o PNDO da prole. No PND1 as ninhadas
foram padronizadas em 6 fémeas e 6 machos cada e marcados com aplicagdao subcutanea de
tinta Nankin. Para os procedimentos da segunda etapa, a dose de LPS escolhida foi a de 1,0

mg/kg aplicado nos PND3-5, pois foi a dose que causou mais alteragdes no comportamento
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social dos animais. Entdo, no PND3, os filhotes foram injetados com salina ou LPS 1,0 mg/kg
aplicados por 3 dias consecutivos (do PND3 ao 5), de modo a se formar 6 grupos para avaliacao
das doses de tratamento com 25H-NBOMe (via i.p.) na peripuberdade: (1) Salina-Vei, (2)
Salina-NBOMe 0,3 mg/kg, (3) Salina-NBOMe 1,0 mg/kg, (4) LPS-Vei, (5) LPS-NBOMe 0,3
mg/kg e (6) LPS-NBOMe 1,0 mg/kg, como demonstrado no quadro 3. Foram escolhidos um

macho e uma fémea aleatoriamente de cada ninhada para a composicao dos grupos.

Quadro 3 — Grupos experimentais para avaliacdo do tratamento com 25H-NBOMe.

Animais | Exposicio Neonatal Tratamento na Sigla
Peripuberdade

Machos Salina 0,9% (1 ml/kg) Veiculo (1 ml/kg) Sal-Vei 1,0 ml/kg
Machos Salina 0,9% (1 ml/kg) NBOMe (0,3 mg/kg) Sal-NBOMe 0,3 mg/kg
Machos Salina 0,9% (1 ml/kg) NBOMe (1 mg/kg) Sal-NBOMe 1,0 mg/kg
Machos LPS (1 mg/kg) Veiculo (1 ml/kg) LPS-Vei 1,0 ml/kg
Machos LPS (1 mg/kg) NBOMe (0,3 mg/kg) LPS-NBOMe 0,3 mg/kg
Machos LPS (1 mg/kg) NBOMe (1 mg/kg) LPS-NBOMe 1,0 mg/kg
Fémeas Salina 0,9% (1 ml/kg) Veiculo (1 ml/kg) Sal-Vei 1,0 ml/kg
Fémeas Salina 0,9% (1 ml/kg) NBOMe (0,3 mg/kg) Sal-NBOMe 0,3 mg/kg
Fémeas Salina 0,9% (1 ml/kg) NBOMe (1 mg/kg) Sal-NBOMe 1,0 mg/kg
Fémeas LPS (1 mg/kg) Veiculo (1 ml/kg) LPS-Vei 1,0 ml/kg
Fémeas LPS (1 mg/kg) NBOMe (0,3 mg/kg) LPS-NBOMe 0,3 mg/kg
Fémeas LPS (1 mg/kg) NBOMe (1 mg/kg) LPS-NBOMe 1,0 mg/kg

Fonte: autora.

O desmame foi realizado no PND21 quando os animais foram separados por sexo. Todos
os filhotes passaram por todos os testes comportamentais sendo previamente ambientados ao
ambiente e aparatos. Na peripuberdade, foram realizados os testes de contracao da cabega (HTR,
Head-Twitch Response), comportamento de brincar e campo aberto (entre os PND32-34), feitos
nessa ordem e imediatamente apds o tratamento com 25H-NBOMe ou veiculo, pois o
psicodélico NBOMe ja elicita comportamentos HTR apos poucos minutos da aplicagcao. Um

resumo grafico do delineamento experimental da segunda etapa segue abaixo na figura 11:



50

Figura 11 — Resumo grafico do delineamento experimental da segunda etapa,
em cada dia pés-natal.
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Fonte: autora.

Apos o teste de campo aberto, os animais foram eutanasiados por decapitacdo e
imediatamente ap6s foi dissecado o cortex pré-frontal de cada animal. As estruturas foram

mantidas a -80 °C até a realizagdo do ensaio de Western blotting (WB).

5.7 TRATAMENTO COM 25H-NBOMe

Para comparar e avaliar os efeitos produzidos pelo 25H-NBOMe, as ninhadas foram
divididas em grupos para a exposi¢ao neonatal ao LPS e para posterior tratamento com as doses
de 25H-NBOMe, de modo a se formar 6 grupos para avaliagdo das doses de tratamento com
25H-NBOMe (via i.p.) na peripuberdade: (1) Salina-Vei, (2) Salina-NBOMe 0,3 mg/kg, (3)
Salina-NBOMe 1,0 mg/kg, (4) LPS-Vei, (5) LPS-NBOMe 0,3 mg/kg e¢ (6) LPS-NBOMe 1,0
mg/kg, como ja demonstrado no Quadro 3. A substincia psicodélica 25H-NBOMe ¢
proveniente do Departamento de Quimica do Instituto de Ciéncias Exatas da UFMG. O veiculo
utilizado para a suspensdo da droga foi composto de salina, Tween 20 e dimetilsulféxido
(DMSO), na proporg¢ao de 8:1:1, respectivamente. A escolha das doses de NBOMe foi feita a
partir da revisdo de estudos prévios sobre uma substancia psicodélica similar (25I-NBOMe)
desenvolvidos com ratos (MILIANO et al., 2019), além de ja serem doses estabelecidas em

outros estudos dentro do grupo de pesquisa.

5.8 TESTES COMPORTAMENTAIS

5.8.1 Teste de contracdo da cabeca (HTR)
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O teste de contracdo da cabeca (HTR, do inglés Head-Twitch Response) ¢ usado para
analisar os estimulos alucindgenos de substancias psicodélicas levando em consideracdo a
contragdo da cabeca e o movimento corporal de sacudir do rato. Tais movimentos fazem parte
do repertorio comportamental natural da maioria das espécies de mamiferos. O movimento de
HTR ¢ uma contragdo rapida da cabeca de um lado para o outro. De acordo com o protocolo
mais comumente usado, sugerido por Canal e Morgan (2012), a analise do estimulo alucinégeno
¢ feita pela contagem da frequéncia de HTR, sendo entdo um teste preditivo para drogas que
atuam no receptor 5-HT»a. O teste inicia-se imediatamente apds a administragao da substancia
alucinodgena e tem duragdo de 20 minutos, dividida em periodos de andlise de 5 minutos, o que
permite a quantificagdo dos estimulos alucindgenos temporalmente. Os aparatos (caixas
individuais de acrilico, figura 12) utilizados na execuc¢do dos testes foram cuidadosamente
limpos com solucao de etanol a 5% apos cada teste e foram devidamente isolados com cartolina
preta para impedir a visdo de outros animais. O comportamento foi gravado e a andlise foi

realizada manualmente.

Figura 12 — Caixa de acrilico individual
utilizada para o teste de HTR.

Fonte: autora.

5.8.2 Comportamento de brincar

O teste de comportamento de brincar ¢ utilizado para avaliar o desempenho social dos
animais na peripuberdade. O teste foi realizado entre o PND 30 e 35, onde o comportamento de
brincar ¢ mais elevado (PANKSEPP, 1981). A metodologia foi conduzida de acordo aos
protocolos estabelecidos no Laboratério de Fisiologia Translacional. O teste foi realizado em
um aparato quadrado de vidro (60 cm x 60 cm x 60 cm, figura 13). Os ratos foram

individualmente habituados ao aparato de teste durante 10 minutos por 2 dias antes do
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experimento de modo a evitar que o comportamento exploratorio atrapalhasse a exibi¢cdo do
comportamento de brincar. No dia do teste (PND 32-34), os animais foram isolados por
3h30min antes do teste para aumentar sua motivacdo social e assim facilitar a expressdao do
comportamento de brincar (TREZZA; VANDERSCHUREN; 2008; TREZZA; BAARENDSE;
VANDERSCHUREN, 2009). O teste consistiu em colocar dois animais pertencentes a0 mesmo
grupo experimental, porém de ninhadas diferentes, na arena de teste durante 15 minutos e as
interacoes do comportamento de brincar foram registradas para posterior analise manual. Os
parametros analisados foram: (1) tempo em segundos gasto em exploragdo social - cheirando
qualquer parte do corpo do parceiro de teste, incluindo a area anogenital (sniffing); (2) tempo
em segundos seguindo (following) - avangando na direcdo ou seguindo o outro animal, que se
afasta; (3) frequéncia de poucings — contato para solicitar a brincadeira, como morder a nuca do
parceiro de teste, montar em suas costas ¢ passar por baixo do parceiro; (4) frequéncia de
pinnings — contato dorsal de um dos animais com a superficie, enquanto o outro animal fica por
cima prendendo-o; (5) e tempo total de interagdo, onde foram somados os tempos dos
parametros 1, 2 e 4. Com o objetivo de reduzir as interferéncias nas respostas comportamentais,
os animais em pares nao diferiram mais de 20 g no peso corporal e ndo apresentaram experiéncia

social anterior (MELANCIA et al., 2017).

Figura 13 — Aparatos (cubas de vidro) utilizadas parao
teste de comportamento de brincar.

Fonte: autora.

5.8.3 Atividade locomotora e exploratéria no campo aberto

Este teste tem por finalidade verificar o desempenho motor dos animais. Os animais
foram colocados individualmente por 20 min no centro de uma arena quadrada de 60 cm de
lado, com paredes transparentes de 50 cm de altura (figura 14). Apos cada teste, o aparato de

campo aberto foi limpo com alcool 5%. A anélise dos resultados foi automatizada (software
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Ethovision XT versdo 9.0). Foram avaliados a distancia percorrida e o tempo de imobilidade a

cada 5 min de teste (GOULD; DAO; KOVACSICS, 2009).

Figura 14 — Aparato quadrado utilizado no
teste de campo aberto.

Fonte: autora.

5.9 COLETA E PROCESSAMENTO DE TECIDO CEREBRAL

Para as analises de Western Blotting (WB), todos os animais foram analgesiados
subcutaneamente com Tramadol (12 mg/kg) e apds um intervalo de 5 minutos os mesmos foram
decapitados e os encéfalos coletados. O cortex pré-frontal de cada animal foi dissecado sobre o
gelo, em uma temperatura de 4 °C. Imediatamente apds a disseccdo, as estruturas foram
congeladas individualmente em nitrogénio liquido e armazenadas em um freezer a -80 °C, até

o momento da utilizagao.

5.9.1 Western Blotting

A técnica de WB foi utilizada para avaliar a expressdo de GFAP, Ibal e sinaptofisina

no cortex pré-frontal dos animais. As amostras foram descongeladas sobre o gelo a uma
temperatura de 4 °C. Em seguida, as mesmas foram maceradas individualmente em tampao de
lise com um coquetel de inibidores de protease (Sigma-Aldrich, St Louis, MO), centrifugadas
a 9200 rpm por 15 minutos a 4 °C, e por fim, a concentragdo de proteinas no sobrenadante foi
quantificada pelo método de Bradford. Tampao de lise e tampao Laemmli foram adicionados
as amostras que em seguida foram fervidas a 100 °C por 5 min e submetidas a analise de WB.

As proteinas foram separadas por SDS-PAGE a 12% (eletroforese em gel de
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poliacrilamida com dodecil sulfato de s6dio) e em seguida transferidas para membranas de
nitrocelulose por meio de um sistema de transferéncia por imersao (Loccus, modelo WEST- 110,
eletroblotter). A membrana foi lavada 3 vezes em tampao fosfato-salina (PBS), bloqueada com
solucdo de 5% de leite desnatado diluido em PBS contendo 0,05% de Tween 20 durante 2 horas
a temperatura ambiente, e finalmente incubadas overnight a 4 °C com o anticorpo anti- GFAP
(1:1000, Santa Cruz Biotechnology, Inc., n° sc-33673), anti-Ibal (1:1000, Santa Cruz
Biotechnology, Inc., n° sc-32725), e anti-sinaptofisina (1:1000, Santa Cruz Biotechnology, Inc.).

No dia seguinte, apds 3 lavagens em PBS, as membranas foram incubadas durante 1
hora a 4 °C com os respectivos anticorpos secundarios especificos anti-mouse para GFAP e
Ibal (1:2000, Abcam) e anti-rabbit para sinaptofisina (1:2000, Abcam). Apds o periodo de
incubagdo, a membrana foi lavada 3 vezes em PBS 0,IM e aplicou- se um kit de deteccdo
comercial durante aproximadamente 1 a 2 minutos (kit de detec¢do ECL, Bio-Rad, Hercules,
CA). As imagens de andlise foram capturadas por analisador de imagem por
quimioluminescéncia (Chemidoc, Bio-Rad, Hercules, CA). Posteriormente, as membranas
passaram pelo processo de stripping seguido do bloqueio em 5% de leite desnatado em PBS
contendo Tween 20 a 0,05% durante 2 horas.

Apo6s o bloqueio, as membranas foram lavadas 3 vezes em PBS 0,1M, seguido por
incubagdo overnight a 4 °C com anticorpo primdrio antiactina (1:4000, Abcam, ab-4700). No
dia seguinte, as membranas foram lavadas 3 vezes em PBS 0,1 M e incubadas por 1 hora com
anticorpo secundario (1:2000, Abcam, ab-6789). Apo6s a incubacdo, as membranas foram
lavadas 3 vezes em PBS 0,IM e em seguida aplicou-se um kit de deteccao comercial durante
aproximadamente 1 a 2 minutos (kit de deteccao ECL, Bio-Rad, Hercules, CA).

As 1imagens de andlise foram capturadas por analisador de imagem por
quimioluminescéncia (Chemidoc, Bio-Rad, Hercules, CA) e as intensidades de banda foram
quantificadas utilizando um software especifico da Bio-Rad (Image Lab Software, versao 6.1).
A intensidade de cada banda foi expressa em relacao a da B-actina e os dados expressos foram

normalizados para o controle.
5.10 ANALISES ESTATISTICAS
Os dados foram analisados utilizando-se o software GraphPad Prism versao 8.0.1 e

expressos como média + erro padrao da média (EPM). Na primeira etapa do estudo, a analise

de variancia (ANOVA) de duas vias seguida do pos-teste de Newman-Keuls foi utilizada para
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comparar os dados entre diferentes doses de LPS (salina, 0,2 mg/kg e 1,0 mg/kg) em diferentes
padrdes de aplicacdes (1 ou 3 aplicagdes consecutivas) sobre alteragdes nos pardmetros
comportamentais dos testes de VUS, campo aberto e comportamento de brincar, bem como
sobre a expressao das proteinas GFAP e sinaptofisina.

Na segunda etapa deste trabalho, a ANOVA de duas vias seguida pelo pos-teste de
Newman-Keuls foi utilizada para comparar o efeito dos tratamentos (veiculo ou 25H-NBOMe,
1.p.) em animais submetidos a neuroinflamag¢do neonatal com LPS 1,0 mg/kg (salina ou LPS)
sobre todos os parametros analisados nos testes comportamentais ja mencionados e sobre a
expressao das proteinas GFAP, Ibal e sinaptofisina pela técnica de Western Blotting. O nivel

de significdncia em ambas as etapas considerou valores de p inferiores a 0,05 (p < 0,05).
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6 RESULTADOS

6.1 AVALIACAO DO EFEITO DA ADMINISTRACAO SISTEMICA DE LPS DURANTE
O PERIODO NEONATAL

6.1.1 Taxa de sobrevida apds a aplicacao de LPS

Para avaliar o impacto da exposi¢cao ao LPS na primeira semana pds-natal, os filhotes
foram monitorados quanto a anormalidades representativas de comportamento doentio. Os
filhotes LPS apresentaram pele palida e letargia durante o tratamento, indicando a toxicidade
do LPS e sugerindo a ocorréncia de um processo inflamatorio, como ja descrito na literatura
(PIRES et al., 2020). A taxa de sobrevida dos filhotes dos grupos Salina e LPS 0,2 mg/kg foi
de 100% apds a primeira aplicagdo no PND3, enquanto a sobrevida dos animais LPS 1,0 mg/
kg foi de 64,4% para as fémeas e 46,9% para os machos (figura 15). Todas as baixas ocorreram

entre os PND3 e 4.

Figura 15 — Taxa de sobrevida apds a primeira aplicacdo de LPS.
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Fonte: autora.

Nota: grafico comparativo da porcentagem de sobrevivéncia apos a primeira aplicagdo de
LPS no PND3 em ratos machos e fémeas. O calculo da porcentagem de sobrevida foi
realizado através da razdo entre o nimero de animais falecidos e o numero total de
animais que receberam aquele tratamento, multiplicado por 100.

6.1.2 Peso corporal ao longo do tempo

O peso corporal foi diminuido pelo LPS tanto nos filhotes machos quanto nas fémeas
apods a sua aplicagao no PND3 (p < 0,0001, figura 16) em comparagdo a salina. Essa perda de
peso causada pelo LPS também evidencia o comportamento doentio demonstrado pelos filhotes

na primeira semana pos-natal, apos as administragdes. O peso reduzido permaneceu
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desta forma em animais machos e fémeas nos quais foi administrado LPS na dose de 1 mg/kg
e em fémeas 3xLPS 0,2 mg/kg, em comparagdo aos respectivos controles salina, até o PND33
(p <0,0001, figura 17), quando foi realizado o teste de comportamento de brincar. E importante
lembrar que apesar da diferenca de peso entre os grupos, os pares de animais para o teste nao
diferiram em mais de 20 g no peso corporal pois haviam recebido o mesmo tratamento. Ainda
assim, animais machos 1xLPS 0,2 mg/kg e 3xLPS 0,2 mg/kg e fémeas 1xLPS 0,2 mg/kg foram
capazes de recuperar o peso corporal nos PND 15, 33 e 31, respectivamente (p < 0,05, dados

nao apresentados).

Figura 16 — Efeito da exposi¢do ao LPS sobre o peso corporal até a peripuberdade.
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Fonte: autora.

Nota: (A) peso corporal em gramas de animais machos ao longo dos dias. Estatistica: ANOVA de
duas vias (p < 0,0001 para todos os pardmetros), n = 16-18. (B) Peso corporal em gramas de
animais fémeas ao longo dos dias. Estatistica: ANOVA de duas vias (p < 0,0001 para todos os
parametros, ver Tabela 1), n = 16-18. Também foi realizada uma ANOVA de duas vias para
cada dia separadamente para verificar diferengas entre grupos (dados ndo representados
graficamente), com pos-teste de Newman-Keuls.



Tabela 1 - Anélise de variancia de duas vias sobre o peso corporal em animais machos e
fémeas ao longo dos dias (tempo) e submetidos a administragdo i.p. de LPS
(desafio imunologico).

Pardmetros Tempo Desafio imunologico Interagdo
F (19, 1950) = 7428 F (5,1950)=117,3 F (95, 1950) = 3,961

Machos p <0,0001 p <0,0001 p <0,0001
Fémeas F (19, 2086) = 7203 F (5,2086) = 74,22 F (95,2086) = 2,132

p <0,0001 p <0,0001 p <0,0001

Fonte: autora.

Figura 17 — Peso corporal de animais expostos ao LPS neonatal no

dia do teste de comportamento de brincar (PND33).
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Fonte: autora.
Nota: peso em gramas de animais machos (A) e fémeas (B) no PND33 submetidos

a neuroinflamagdo neonatal com LPS (n = 16-18). Estatistica (tabela 2):
(A) ANOVA de duas vias seguida do pods-teste de Newman- Keuls.
¥EEXE  p < 0,000 e ** p < 0,001 emcomparagio ao
seu respectivo controle salina. (B) ANOVA de duas vias seguida do pds-
teste de Newman-Keuls. *** p < 0,001 ¢ * p <0,05 em comparagdo ao
seu respectivo controle salina.
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Tabela 2 - Andlise de variancia de duas vias sobre o peso corporal em animais machos e
fémeas no PND33 submetidos a administragdo i.p. de LPS (desafio
imunolégico) no periodo neonatal em 1 aplicagdo no PND3 ou 3 aplicagdes do
PND3 ao 5 (aplicagdes).

Parametros Aplicagdes Desafio imunologico Interacao
F(1,99)=0,8117 F (2,99)=18,57 F(2,99)=0,4816
Machos p=0,3698 p <0,0001 p=0,6192
Fa F(1,105)=0,9742 F (2, 105)=12,46 F (2, 105) = 0,9860
cemeas p=0,3259 p < 0,0001 p=0,3765

Fonte: autora.

6.1.3 Numero de vocalizagdes ultrassonicas durante o desafio imunolégico
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Ainda nas avalia¢des da primeira semana pds-natal, foram quantificadas as vocalizagdes

ultrassonicas (VUS) emitidas pelos filhotes duas horas apds a aplicagdo dos tratamentos e apds

separacao materna de 10 minutos. No PND3, foi observada uma reducao da frequéncia de VUS

nos animais machos e fémeas tratados tanto com LPS 0,2 mg/kg quanto 1,0 mg/kg (p < 0,0001,

figura 18). Curiosamente, no PNDS5, 2 horas apds a terceira aplicacdo de salina ou LPS,

esses mesmos grupos nas fémeas obtiveram uma maior frequéncia de vocalizagdes quando

comparados aos grupos salina, inclusive aqueles que haviam recebido apenas uma aplicacao

de LPS hé 2 dias, no PND3 (p < 0,0001, figura 19). Em animais machos, apenas os grupos

IXLPS 1,0 mg/kg e 3xLPS 0,2 mg/kg apresentaram maior nimero de vocaliza¢des quando

comparados aos seus respectivos controles salina (p < 0,01 e p < 0,05, respectivamente).



Figura 18 — Efeito da exposi¢ao ao LPS sobre o numero de VUS
duas horas apo6s a aplicagdo no PND3.
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Fonte: autora.

Nota: frequéncia de vocalizagdes em animais machos (A) e fémeas (B) no PND3,
duas horas apo6s serem submetidos a administragdo i.p. de salina ou LPS
(n=16-18). Estatistica (tabela 3): ANOVA de duas vias seguida do pos-
teste de Newman-Keuls. **** p <(,0001em comparag@o ao seu respectivo
controle salina.

Tabela 3 - Andlise de varidncia de duas vias sobre a frequéncia de vocalizagdes
ultrassonicas em animais machos e fémeas divididos em grupos quanto a
administragdo i.p. de LPS (desafio imunoldgico) no periodo neonatal em 1
aplicagdo no PND3 ou 3 aplicagdes do PND3 ao 5 (aplicagdes), duas horas
apos a primeira aplicagdo no PND3.
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Parametros Aplicagdes Desafio imunologico Interacao
F(1,62)=6,013 F (2, 62) = 66,12 F (2, 62) = 0,4625
Machos p <0,05 p <0,0001 p=0,6319
Fe F (1, 63) =0,8395 F (2, 63) =48,57 F (2, 63)=0,6392
cmeas p=0,3630 p <0,0001 p=0,5311

Fonte: autora.



Figura 19 — Efeito da exposi¢ao ao LPS sobre o nimero de VUS
duas horas apo6s a 3% aplicagao no PNDS.

Machos
400 -
§ 300 I
L 3 sal
E =g I 33 LPS 0,2 mg/kg
Z 1007] Bl LPS 1,0 mg/kg
e

1 Aplicagioe 3 Aplicagtes
Fémeas

4507

400

3507 I I .
3007 L
2507 T
2007
1507 =

1007

=07 |-|
0 T T
1 Aplicagdo 3 Aplicagbes

Mimero de WUS

Fonte: autora.

Nota: frequéncia de VUS em animais machos (A) e fémeas (B) no PNDS5,
duas horas ap6s administracdo i.p. de salina ou LPS (n= 16-
18). Estatistica (tabela 4): ANOVA de duas vias seguida do pds- teste
de Newman-Keuls. * p < 0,05; ** p < 0,01 e ***p <0,001 em
comparagdo ao seu respectivo controle salina.

Tabela 4 - Anélise de variancia de duas vias sobre a frequéncia de vocalizagdes

ultrassonicas em animais machos e fémeas no PNDS5 submetidos a
administracao i.p. de LPS (desafio imunologico) no periodo neonatal em 1
aplicacao no PND3 ou 3 aplicagdes do PND3 ao 5 (aplicagdes), duas horas
apos a terceira aplicagao no PNDS.

Parametros Aplicagoes Desafio imunologico Interagdo
F (1, 54)=0,1525 F (2, 54)=6,577 F (2,54)=1,698
Machos p=0,6977 p < 0,001 p=0,1928
Fémeas F (1, 54)=17,621 F (2, 54)=16,05 F (2, 54)=0,3047
p=10,0079 p <0,0001 p=0,7386

Fonte: autora.

61



62

6.1.4 Numero de vocalizacdes ultrassonicas no PND12

A reavaliacdo da frequéncia de VUS no PNDI12 foi realizada com o objetivo de verificar
se as alteragdes observadas durante o periodo de tratamento com LPS permaneceriam durante
a infancia. Nao foram observadas diferencas estatisticas entre o nimero de vocalizagdes
emitidas no PND12, tanto em animais machos (p < 0,05, figura 20A) quanto em animais fémeas

(p < 0,05, figura 20B).

Figura 20 — Efeito da exposi¢ao neonatal ao LPS sobre o nlimero
de VUS no dia pds-natal 12 (PND12) em animais
machos e fémeas.
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Fonte: autora.

Nota: frequéncia de vocaliza¢gdes em animais machos (A) e fémeas (B) no
PNDI12 (n = 16-18). Estatistica: ANOVA de duas vias (tabela 5)
seguida do pos-teste de Newman-Keuls, o qual ndo revelou diferengas
estatisticas significativas entre os grupos.



Tabela 5 - Analise de variancia de duas vias sobre a frequéncia de vocalizagdes
ultrassonicas em animais machos ¢ fémeas no PNDI12 submetidos a administracao
1.p. de LPS (desafio imunologico) no periodo neonatal em 1 aplicagdo no PND3 ou 3
aplicacdes do PND3 ao 5 (aplicagdes).

Parametros Aplicagoes Desafio imunologico Interagao
F(1,72)=0,2687 F(2,72)=10,03191 F (2, 72)=0,6692
Machos p=10,6058 p = 10,9686 p=0,5153
Fa F (1,59)=2,809 F (2, 59)=0,4923 F (2, 59)=0,6235
cmeas p = 0,0990 p=0,6137 p=0,5396

Fonte: autora.

6.1.5 Capacidade locomotora no teste de campo aberto nos animais na peripuberdade
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O teste no aparato de campo aberto foi realizado para avaliar a capacidade locomotora

e exploratoria dos animais. Para isso, foram observados os pardmetros distancia percorrida (cm)

e tempo de imobilidade (s) em intervalos de 5 minutos, por serem inversamente proporcionais

(quanto maior a distancia percorrida pelo animal, menor o tempo de imobilidade naquele

intervalo, e vice-versa). A tendéncia natural dos animais ao longo dos intervalos ¢ diminuir a

exploragdo e ficarem mais tempo imoveis, a medida que se tornam familiarizados ao aparato.

Os animais machos ndo apresentaram alteragdes (p > 0,05) entre os grupos LPS e

salina em ambos os parametros analisados para todos os intervalos de tempos (figura 21).

Mesmo assim, pode-se observar que, naturalmente, houve uma diminuicdo da distancia

percorrida e aumento do tempo de imobilidade ao longo do tempo em todos os grupos. Em

relacdo as fémeas, apesar de também ter sido observada essa inversdo natural dos pardmetros

ao longo do tempo, nos tltimos 5 minutos de teste o grupo 3xSAL apresentou maior distancia

percorrida (p < 0,01) e menor tempo de imobilidade (p < 0,01) quando comparado ao grupo

IxSAL (figuras 22D e 22H).
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Figura 21 — Efeito da exposicao neonatal ao LPS sobre os pardmetros distancia percorrida (cm)
e tempo de imobilidade (s) no teste de campo aberto no PND30 em animais

machos.
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Fonte: autora.

Nota: desempenho dos animais machos no aparato de campo aberto quanto a distancia percorrida entre 0 e 5
minutos (A), 5 e 10 minutos (B), 10 e 15 minutos (C) e 15 ¢ 20 minutos (D), e quanto ao tempo de
imobilidade entre 0 e 5 minutos (E), 5 e 10 minutos (F), 10 e 15 minutos (G) e 15 ¢ 20 minutos (E).
Estatistica: ANOVA de duas vias (tabela 6) seguida do pos-teste de New 1man-Keuls, o qual ndo revelou
diferencas estatisticas significativas entre os grupos (n = 16-18).



Tabela 6 - Analise de variancia de duas vias sobre a distancia percorrida e o tempo de
imobilidade em intervalos de 5 minutos em animais machos no PND30
submetidos a administracdo i.p. de LPS (desafio imunolégico) no periodo
neonatal em 1 aplicacdo no PND3 ou 3 aplicacdes do PND3 ao 5

(aplicagoes).
Parametros Aplicacoes Desafio imunologico Interacao
Distancia F (1, 89)=17,800 F (2, 89) =0,2294 F (2, 89)=0,4280
0 a 5 min p <0,01 p =0,7955 p=0,6531
Distancia F (1, 89)=3,233 F (2, 89)=0,4332 F (2, 89)=0,6580
5a 10 min p=0,0756 p =0,6498 p =0,5204
Distancia F(1,89)=28,010 F(2,89)=10,2133 F (2, 89) =0,02843
10 a 15 min p<0,01 p =0,8084 p=0,9720
Distancia F (1, 89)=1,505 F (2, 89)=0,7450 F (2, 89)=0,4939
15 a 20 min p=0,2232 p=0,4777 p=0,6119
Imobilidade F(1,89)=12,09 F(2,89)=1,767 F (2, 89)=0,2517
0 a5 min p <0,001 p=0,1767 p=0,7780
Imobilidade F (1, 89)=4,587 F(2,89)=09117 F (2, 89)=1,003
5a 10 min p <0,05 p =0,4056 p=0,3709
Imobilidade F (1, 89) = 8,408 F (2, 89)=0,5535 F (2, 89)=0,2254
10a 15 min p <0,01 p=0,5769 p =0,7987
Imobilidade F (1, 89) =0,2400 F(2,89)=2,126 F(2,89)=0,1172
15 a 20 min p=0,6254 p=0,1253 p =0,8895

Fonte: autora.
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Figura 22 — Efeito da exposi¢do neonatal ao LPS sobre os parametros distancia percorrida (cm)
e tempo de imobilidade (s) no teste de campo aberto no PND30 em animais fémeas.

Distancia Percorrida Tempo de Imobilidade
35007 el O sal
30007 _ T 2501
w £ m 3 LPS 0,2 mg/kg
E o 23007 L ™ 2001
= S E
o = =}
_E 2 2000 8 150 Bl |LPS1,0mg/kg
4 15007 =
i b F 1007
o A 10007
T “Mim ool
0 T T 0 T T
1 Aplicagdo 3 Aplicagdes 1 Aplicagio 3 AplicagGes
35007 3007
E E‘ 3000 250
= 8 0 ] = 200
B O 20004 o
g u £ 15077
- g 15007 2 ,
—~ = F 1004 :
m O 10007
Wi 500 50
o] T T a T T
1 Aplicag@o 3 Aplicages 1 Aplicaoc@o 3 Aplicagdes
25007 3007
- = 30007 250
£ £ 25007 -
= Y = 2001 1
o - o B o
= g e £ 1507 L
L] @ 15007 o
— i - F 1007
3] O 10007
= -
— 500 5”‘
i o
1 AplicacGo 3 Aplicagdes 1 Aplicogdo 3 Aplicogdes
35007 3007
, 30007 2507
g et 4T
2 g 00 = 2007 -
= O 20004 o -
2 5] S 950
i E
= o 15007 o= o
=1 o E = -
- i A 100
O 1000 a5
LT ] —
0 T T 4] T
1 Aplicagao 3 Aplicogdes 1 Aplicagdo 3 Aplicogges

Fonte: autora.

Nota: desempenho dos animais machos no aparato de campo aberto quanto a distancia percorrida entre 0 e 5
minutos (A), 5 e 10 minutos (B), 10 e 15 minutos (C) e 15 e 20 minutos (D), e quanto ao tempo de
imobilidade entre 0 ¢ 5 minutos (E), 5 e 10 minutos (F), 10 ¢ 15 minutos (G) ¢ 15 ¢ 20 minutos (E).
Estatistica: ANOVA de duas vias (Tabela 7) seguida do pos-teste de Newman-Keuls, ** p <0,01 em relagdo
ao grupo 1xSAL (n = 16-18).
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Tabela 7 - Analise de variancia de duas vias sobre a distancia percorrida e o tempo de

imobilidade em intervalos de 5 minutos em animais fémeas no PND30
submetidas a administragdo i.p. de LPS (desafio imunoldgico) no periodo
neonatal em 1 aplicagio no PND3 ou 3 aplicacdes do PND3 ao 5

(aplicagoes).
Parametros Aplicagdes Desafio imunolégico Interagao
Distancia F (1, 100) = 8,569 F (2, 100) =0,3776 F (2, 100) = 4,094
0 a 5 min p <0,001 p =0,6865 p <0,05
Distancia F (1, 100) = 7,728 F (2, 100) = 0,00633 F(2,100)=1,176
5a 10 min p <0,01 p =0,9937 p=0,3126
Distancia F (1, 100) = 7,497 F (2, 100)=0,5167 F (2, 100) =0,4204
10 a 15 min p <0,01 p=10,5981 p=0,6579
Distancia F (1, 100) = 13,95 F (2, 100)=0,1572 F (2, 100) = 3,788
15 a 20 min p < 0,001 p =0,8548 p <0,05
Imobilidade F (1, 100) = 7,282 F(2,100)=1,171 F (2, 100) = 4,040
0 a 5 min p <0,01 p=0,3141 p <0,05
Imobilidade F (1, 100) = 10,84 F (2, 100) = 0,1084 F (2, 100) = 0,7540
5a 10 min p <0,01 p=0,8974 p=0,4731
Imobilidade F(1,100)=11,01 F (2, 100)=0,8013 F (2,100)=0,3759
10 a 15 min p <0,01 p=0,4516 p = 10,6876
Imobilidade F (1, 100) =13,92 F (2, 100) = 0,4668 F (2, 100) = 3,345
15 a 20 min p <0,001 p=0,6284 p <0,05

Fonte: autora.

6.1.6 Comportamento de brincar nos animais na peripuberdade

Em animais machos, o grupo 3xLPS 0,2 mg/kg, apresentou menor tempo cheirando (p
< 0,01, figura 23B) e, em consequéncia, menor tempo total de interagdo (p < 0,05, figura 23A)
em comparacao ao seu respectivo controle 3xSAL. O grupo que demonstrou mais alteragdes
no comportamento social foram os animais 3xLPS 1,0 mg/kg, os quais tiveram menor tempo
seguindo (p < 0,05, figura 23C), cheirando (p < 0,01, figura 23B) e de interagdo total (p
< 0,01, figura 23A), além de uma menor frequéncia de pouncings (p < 0,05, figura 23D).
Os demais grupos LPS 1x ndo apresentaram diferengas estatisticamente significativas em

relagdo ao controle 1x salina (p < 0,05, figura 23).
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Em animais fémeas, nao foram observadas muitas diferencas em relacdo ao
comportamento de brincar entre animais salina e LPS (figura 24). Apenas o grupo que sofreu
exposicao ao LPS por 3 dias consecutivos na dose mais alta (1,0 mg/kg) passou menos tempo
seguindo o animal parceiro (figura 24C) e teve menor frequéncia de comportamento pouncings

(figura 24D) em relagdo ao controle 3xSAL.

Figura 23 — Efeito da exposi¢do neonatal ao LPS sobre o comportamento de
brincar no PND33 em animais machos.
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Fonte: autora.

Nota: desempenho dos animais machos submetidos & neuroinflama¢ao neonatal com LPS no teste de
comportamento de brincar sobre os parametros: (A) tempo total de interagdo entre os
animais. (B) tempo gasto cheirando o animal parceiro. (C) tempo gasto seguindo o animal parceiro.
(D) frequéncia do comportamento “pouncing”. (E) frequéncia do comportamento “pinning”.
Estatistica: ANOVA de duas vias (tabela 8) seguida do pds-teste de Newman-Keuls, * p
< 0,05 e ** p<0,01 em relagdo ao grupo 3xSAL (n = 16-18).



Tabela 8 - Analise de varidncia de duas vias sobre os parametros do teste de
comportamento de brincar em animais machos no PND33 submetidos a
administracao i.p. de LPS (desafio imunologico) no periodo neonatal em 1
aplica¢do no PND3 ou 3 aplicacdes do PND3 ao 5 (aplicacdes).

Parametros Aplicacoes Desafio imunologico Interacao
F (1, 94)=0,3972 F(2,94)=6,315 F(2,94)=2,992
Tempo Total p=0,5301 p<0,01 p=0,0550
Sniffing F (1,92)=0,3070 F(2,92)=6,670 F(2,92)=2,770
(Cheirando) p=0,5808 p <0,01 p=0,0679
Following F(1,91)=6,171 F(2,91)=17,292 F(2,91)=1,340
(Seguindo) p< 0,05 p< 0,01 p= 0,2669
Poucing F(1,94)=16,38 F (2, 94)=2,865 F(2,94)=1,945
p <0,001 p =0,0620 p=0,1488
F(1,91)=16,39 F(2,91)=1,708 F (2,91) = 0,4465
Pinning p <0,001 p=0,1871 p=0,6413

69

Fonte: autora.

Tabela 9 - Analise de varidncia de duas vias sobre os parametros do teste de
comportamento de brincar em animais fémeas no PND33 submetidas
a administragdo i.p. de LPS (desafio imunoldgico) no periodo neonatal em
1 aplicagdo no PND3 ou 3 aplicagdes do PND3 ao 5 (aplicagdes).

Parametros Aplicagdes Desafio imunolédgico Interagdo
F (1, 56) = 0,2598 F (2,56)=2,186 F(2,56)=0,3823
Tempo Total p=0,6123 p=0,1219 p=0,6841
Sniffing F (1, 54)=0,007137 F (2, 54)=0,8349 F (2,54)=0,07767
(Cheirando) p=0,9330 p=10,4394 p=0,9254
Following F(1,57)=3,059 F(2,57)=4,633 F(2,57)=1,199
(Seguindo) p = 0,0857 p <0,05 p=0,3090
Pouci F (1,56)=0,01622 F (2, 56) = 6,989 F (2,56)=1,077
oucing p=0,8991 p<0,01 p=0,3475
F(1,55)=0,5319 F (2,55)=2,089 F (2, 55)=0,04990
Pinning p =0,4689 p=0,1335 p=0,9514

Fonte: autora.



Figura 24 — Efeito da exposicao neonatal ao LPS sobre o comportamento
de brincar no PND33 em animais fémeas.
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Fonte: autora.

Nota: desempenho dos animais fémeas submetidas a neuroinflamagdo neonatal com
LPS no teste de comportamento de brincar sobre os pardmetros: (A) tempo total
de interagdo entre os animais. (B) tempo gasto cheirando o animal parceiro. (C)
tempo gasto seguindo o animal parceiro. (D) frequéncia do comportamento
“pouncing”. (E) frequéncia do comportamento “pinning”. Estatistica: ANOVA
de duas vias (tabela 9) seguida do pos-teste de Newman-Keuls, * p < 0,05
em relagdo ao grupo 3xSAL; # p < 0,05 em relagdo ao grupo 3xLPS 0,2
mg/kg (n=16-18).

70



71

6.1.7 Expressao das proteinas GFAP e sinaptofisina no cortex pré-frontal dos animaisna
peripuberdade por Western Blotting

O desafio imunologico com LPS no periodo neonatal ndo alterou estatisticamente a
quantificacdo da expressao das proteinas GFAP ou sinaptofisina no cortex pré-frontal tanto em
animais machos (p < 0,05, figuras 25A e 25B) quanto em animais fémeas (p < 0,05, figuras
25C e 25D) durante a peripuberdade, em nenhuma das doses e aplicagdes testadas, em

comparagdo ao tratamento com salina (analise estatistica: tabela 10).

Tabela 10 - Andlise de variancia de duas vias sobre a quantificagdo de proteinas por
Western Blotting em animais machos e fémeas no PND33 submetidos a
administracao i.p. de LPS (desafio imunologico) no periodo neonatal em 1

aplicacao no PND3 ou 3 aplicagcdes do PND3 ao 5 (aplicacdes).

Parametros Aplicacoes Desafio imunolégico Interacao
GFAP F (1, 33)=0,3440 F (2, 33)=2,079 F(2,33)=0,5893
(machos) p=0,5615 p=0,1411 p=0,5604

Sinaptofisina  F (1, 29) = 3,396 F (2,29)=0,6184 F(2,29)=2216

(Machos) p=0,0756 p =0,5458 p=0,1272
GFAP F(1,26)=0,2516 F(2,26)=0,1308 F(2,26)=0,3213

(Fémeas) p=0,6202 p=10,8780 p=10,7280
Sinaptofisina F(1,30)=1,640 F (2,30)=0,1960 F(2,30)=0,5154

(Fémeas) p=0,2101 p =0,8230 p =0,6024

Fonte: autora.



Figura 25 — Efeito da exposicao neonatal ao LPS sobre a quantificagao das
proteinas GFAP e Sinaptofisina em animais machos e fémeas

por Western Blotting.
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Fonte: autora.

Nota: expressdo de GFAP no cortex pré-frontal de machos (A) e fémeas (C) submetidos a

neuroinflamagao neonatal com LPS. Em seguida, temos a expressdo de sinaptofisina
no cortex pré-frontal de machos (B) e fémeas (D) submetidos & neuroinflamagao
neonatal com LPS. Coleta de estruturas encefélicas realizada na peripuberdade
(PND33). Estatistica: ANOVA de duas vias, ver tabela 10 (n = 6).
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6.2 INFLUENCIA DO TRATAMENTO AGUDO COM 25H-NBOMe SOBRE O
COMPORTAMENTO DE ANIMAIS NA PERIPUBERDADE SUBMETIDOS A
NEUROINFLAMACAO NEONATAL

6.2.1 Frequéncia de contracdes da cabeca (HTR)

A frequéncia dos movimentos HTR indica os estimulos alucindégenos causados por uma
substancia psicodélica. O teste demonstrou que o 25H-NBOMe foi capaz de induzir o aumento
da frequéncia desses movimentos em ambas as doses e durante todos os intervalos de tempo do
teste tanto em animais machos quanto em animais fémeas, em comparagdo ao veiculo
(figura 26). E interessante observar também que a dose de 1,0 mg/kg causou mais movimentos
HTR do que a dose inferior de 0,3 mg/kg em animais machos salina e animais fémeas LPS em
todos os intervalos de tempo do teste. Porém, ndo houve diferenca na frequéncia de HTR entre as
doses de 25H-NBOMe em animais machos LPS apos os 5 primeiros minutos de teste, nem em

animais fémeas salina durante todo o teste.



Figura 26 — Efeito do tratamento agudo com 25H-NBOMe sobre a frequéncia dos
movimentos HTR na peripuberdade em animais machos e fémeas.
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Fonte: autora.

Nota: desempenho dos animais machos e fémeas nos testes de movimentos HTR. Estatistica: ANOVA
de duas vias (tabelas 11 e 12) seguida do pos-teste de Newman-Keuls, * p < 0,05; ** p < 0,01;
% p <0,001 e **** p < 0,0001 em comparacdo ao seu respectivo controle veiculo (salina ou LPS),
#p < 0,05 ## p < 0,01 e #### p < 0,0001 em comparagdo ao seu respectivo grupo NBOMe
1,0 mg/kg (salina ou LPS) (n = 16-18).
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Tabela 11 - Andlise de variancia de duas vias sobre a frequéncia dos movimentos HTR
em intervalos de 5 minutos em animais machos submetidos a
neuroinflamag¢do neonatal com LPS (desafio imunolégico) e tratados com
25H-NBOMe na peripuberdade (tratamento NBOMe).

Parametros | Tratamento NBOMe | Desafio imunologico Interacao
HTR F(2,92)=19,84 F (1, 92)=0,4826 F(2,92)=0,1634
0 a 5 min p <0,0001 p=0,4890 p = 0,8495
HTR F(2,92)=126,84 F(1,92)=0,2881 F(2,92)=1,682
5a 10 min p <0,0001 p=0,5927 p=0,1916
HTR F(2,92)=18,95 F (1, 92)=0,0007 F (2, 92)=0,4486
10 a 15 min p <0,0001 p=0,9784 p=0,6399
HTR F (2,90)=27,83 F (1, 90) =0,04127 F(2,90)=1,151
15 a 20 min p <0,0001 p=0,8395 p=0,3210

Fonte: autora.

Tabela 12 - Analise de variancia de duas vias sobre a frequéncia dos movimentos HTR
em intervalos de 5 minutos em animais fémeas submetidas a neuroinflamacao
neonatal com LPS (desafio imunologico) e tratadas com 25H-NBOMe na
peripuberdade (tratamento NBOMe).

Pardmetros | Tratamento NBOMe  Desafio imunologico Interacao
HTR F (2, 86) = 18,66 F (1, 86) =2,045 F (2, 86) =2,206
0 a5 min p <0,0001 p=0,1564 p=0,1164
HTR F (2, 86) =24,78 F (1, 86)=3,892 F(2,86)=4,713
5 a 10 min p <0,0001 p=0,0517 p <0,05
HTR F (2, 86) = 20,14 F (1, 86)=0,5616 F (2, 86)=3,762
10 a 15 min p <0,0001 p=0,4556 p <0,05
HTR F (2, 82)=19,37 F (1, 82)=0,06823 F (2, 82)=1,937
15 a 20 min p <0,0001 p =0,7946 p=0,1507

Fonte: autora.

6.2.2 Comportamento de brincar

Em animais machos, o tratamento com 25H-NBOMe na dose de 0,3 mg/kg foi capaz de
reverter os prejuizos causados pela inflamagao neonatal com LPS, aumentando a frequéncia de

pouncings (p < 0,01, figura 28D) e os tempos total (p < 0,01, figura 28A), cheirando
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(p < 0,01, figura 28B) e seguindo (p < 0,01, figura 28C) o animal parceiro. Entretanto, em
animais salina, essa mesma dose causou a redu¢do do tempo seguindo (p < 0,0001, figura
28C) e a frequéncia de pouncings (p < 0,05, figura 28D). Além disso, a dose mais alta de
25H-NBOMe também afetou animais salina reduzindo o tempo gasto seguindo (p < 0,0001,
figura 28C) e as frequéncias de pouncings (p < 0,01, figura 28D) e pinnings (p < 0,05, figura
28E). Apesar de a dose de 1,0 mg/kg de 25H-NBOMe ter aumentado o tempo cheirando em
animais LPS (p < 0,05, figura 25B), ela também reduziu o nimero de pinnings nesses animais.

Em animais fémeas, apesar de o desafio imunologico ter tido efeito em diminuir os
parametros de seguir (p < 0,01, tabela 14, figura 29C) e pouncings (p < 0,05, tabela 14, figura
29D), o pos-teste nao revelou nenhuma diferenca entre os grupos. Além disso, o tratamento
agudo com 25H-NBOMe ndo causou nenhum efeito nos pardmetros avaliados no teste (p >

0,05, figura 29) em nenhuma das doses avaliadas.



Figura 27 — Efeito do tratamento agudo com 25H-NBOMe sobre o
comportamento de brincar na peripuberdade em animais
machos.

Tempo Total

-
o
T

ww

L

oo
]
[
-

O VEI

=}

=
1
k.

O3 NBOMe 0,3 mg/kg

Tempo (5)
S
1

B NEOMe 1 mg/kg

)
T

1=

SAL LPS

Sniffing Following

4
I

Tempo (s)
=
1
Tempo (5)
.
|
¥

dany T
oLLLL . Alom [0
SaL

SAL LP5

T
LPS

Pouncing Pinning

i =3 %] (3]
= o (=] o
1 1 L 1
|
*
=
-1
o
1

Frequéncia de poucings
on
i

Frequéncia de pinnings

=
l

SAL LPS SAL LP5

Fonte: autora.

Nota: desempenho dos animais machos submetidos a neuroinflamag@o neonatal com
LPS no teste de comportamento de brincar apos tratamento agudo com 25H-
NBOMe sobre os parametros: (A) tempo total de interagdo entre os animais.
(B) tempo gasto cheirando o animal parceiro. (C) tempo gasto seguindo o animal
parceiro. (D) frequéncia do comportamento “pouncing”. (E) frequéncia do
comportamento “pinning”. Estatistica: ANOVA de duas vias (tabela 13) seguida
do pos-teste de Newman-Keuls, * p < 0,05; ** p < 0,01 e **** p <0,0001 em
relagdo ao seu respectivo controle veiculo (salina ou LPS). Em (A), (B), (C) e
(D): # p < 0,05 e ## < 0,05 em relacdo ao grupo Sal-Vei (n = 16-18).



Tabela 13 - Andlise de varidncia de duas vias sobre os parametros do teste de

comportamento

de Dbrincar

em animais

machos

submetidos a

neuroinflamag¢do neonatal com LPS (desafio imunologico) e tratados na
peripuberdade com 25H-NBOMe (tratamento NBOMe).

Parametros | Tratamento NBOMe | Desafio imunolégico Interagdo
F (2, 90) = 1,963 F (1, 90)=0,5189 F (2, 90) = 6,048
Tempo Total p=0,1463 p=0,4732 p<0,01
Sniffing F (2, 90) = 1,940 F (1, 90) = 1,247 F (2, 90) = 5,142
(Cheirando) p =0,1497 p=0,2672 p<0,01
Following ~ F(2,91)=10,58 F(1,91)=1,752 F(2,91)=17,71
(Seguindo) p <0,0001 p=0,1889 p <0,0001
Poucin F(2,87)=11,46 F (1, 87)=0,3749 F(2,87)=9,714
g p <0,0001 p=0,5420 p < 0,001
o F(2,87)=10,79 F (1, 87)=0,9339 F(2,87)=2,019
Pinning p <0,0001 p=0,3365 p=0,1390

Fonte: autora.

Tabela 14 - Analise de variancia de duas vias sobre os parametros do teste de

comportamento de

brincar

em animais

fémeas

submetidas a

neuroinflamagdo neonatal com LPS (desafio imunoldgico) e tratadas na
peripuberdade com 25H-NBOMe (tratamento NBOMe).

Parametros | Tratamento NBOMe | Desafio imunolégico Interagao
F (2, 68) =0,6754 F (1, 68)=0,1357 F (2, 68) =0,3474

Tempo Total p=0,5124 p=0,7137 p=0,7078
Sniffing F (2, 88) = 0,9287 F (1, 88)=0,3241 F (2, 88)=1,509

(Cheirando) p=0,3989 p=0,5706 p=0,2267

Following F(2,62)=1,172 F (1, 62)=8,348 F (2, 62)=0,002872

(Seguindo) p=0,3164 p<0,01 p=0,9971
Pouci F (2,59)=0,01305 F(1,59)=6,713 F (2,59)=0,4610

ouctng p=0,9870 p < 0,05 p=0,6329
o F (2, 58) =0,9484 F (1, 58)=0,007431 F (2, 58) =0,6482

Pinning p=10,3933 p=10,9316 p=10,5267

Fonte: autora.
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Figura 28 — Efeito do tratamento agudo com 25H-NBOMe sobre o
comportamento de brincar na peripuberdade em animais

fémeas.
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Fonte: autora.

Nota: desempenho de animais fémeas submetidas a neuroinflamac¢do neonatal
com LPS no teste de comportamento de brincar ap6stratamento agudo com
25H-NBOMe sobre os parametros: (A) tempo total de interagdo entre os
animais. (B) tempo gasto cheirando o animal parceiro. (C) tempo gasto
seguindo o animal parceiro. (D) frequéncia do comportamento “pouncing”.
(E) frequéncia do comportamento “pinning”. Estatistica: ANOVA de duas
vias (tabela 14) seguida do pds-teste de Newman-Keuls, o qual ndo revelou
diferencas estatisticas entre grupos (p < 0,05, n = 16- 18).

6.2.3 Capacidade locomotora no teste de campo aberto
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Ap6s tratamento com 25H-NBOMe, os animais machos ndo apresentaram alteracdes (p
> 0,05) entre os grupos em ambos os parametros analisados para todos os intervalos de
tempos (figura 30). Ainda assim, naturalmente, ocorreu uma diminuic¢ao da distancia percorrida
e aumento do tempo de imobilidade ao longo do tempo em todos os grupos. No que diz respeito
as fémeas, também foi observada essa inversdao natural dos pardmetros ao longo do tempo,
porém, nos entre 5 e 10 minutos do teste, as fémeas do grupo LPS-NBOMe 0,3 mg/kg
percorreram menor distancia (p < 0,05, figura 31B) e, consequentemente, tiveram menor
tempo de imobilidade (p <0,05, figura 31F) quando comparadas ao grupo LPS-VEI. Entretanto,
essas diferencas ndo persistiram ao longo dos demais intervalos, com excecdo da menor

distancia percorrida entrel0 e 15 minutos de teste (p < 0,05, figura 31C).
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Figura 29 — Efeito do tratamento agudo com 25H-NBOMe sobre os parametros distancia
percorrida (cm) e tempo de imobilidade (s) no teste de campo aberto na pré-
puberdade em animais machos.
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Fonte: autora.

Nota: desempenho dos animais machos submetidas a neuroinflamagdo neonatal com LPS no aparato de
campo aberto quanto a distincia percorrida entre 0 e 5 minutos (A), 5 e 10 minutos (B), 10 e
15 minutos (C) e 15 e 20 minutos (D), e quanto ao tempo de imobilidade entre 0 e 5 minutos (E), 5 e
10 minutos (F), 10 ¢ 15 minutos (G) ¢ 15 e 20 minutos (E) apds tratamento agudo com 25H- NBOMe.
Estatistica: ANOVA de duas vias (tabela 15) seguida do pds-teste de Newman-Keuls, o qual ndo
revelou diferencas estatisticas significativas entre os grupos (n = 16-18).



Tabela 15 - Analise de variancia de duas vias sobre a distancia percorrida € o tempo de
imobilidade em intervalos de 5 minutos em animais machos submetidos a
neuroinflamac¢ao neonatal com LPS (desafio imunoldgico) e tratados na
peripuberdade com 25H-NBOMe (tratamento NBOMe).

Parametros Tratamento NBOMe | Desafio imunologico Interacao
Distancia F (2, 90)=0,8338 F (1, 90)= 1,859 F (2,90)=0,2366
0 a5 min p=0,4377 p=0,1761 p =0,7898
Distancia F (2, 90)=0,6522 F(1,90)=2,353 F (2, 90)=0,5598
5a 10 min p=0,5234 p=0,1286 p=0,5733
Distancia F(2,90)=1,398 F (1, 90)=0,2510 F (2,90)=0,07971
10 a 15 min p=0,2523 p=0,6176 p=0,9234
Distancia F(2,90)=0,9216 F (1,90)=5,124 F (2, 90)=0,4349
15 a 20 min p=0,4016 p <0,05 p =0,6487
Imobilidade F (2, 90) = 1,069 F (1, 90) = 1,005 F(2,90)=0,2180
0 a 5 min p=0,3477 p=0,3187 p=0,8046
Imobilidade F (2, 90)= 1,635 F (1, 90)=1,084 F (2,90)=1,962
5a 10 min p =0,2007 p =0,3006 p =0,1466
Imobilidade F (2,90)=2,335 F (1,90)=0,01075 F (2, 90)=0,3633
10 a 15 min p=0,1027 p=0,9176 p = 0,6964
Imobilidade F(2,90)=1,893 F (1,90) = 3,457 F(2,90)=0,4549
15 a 20 min p=0,1566 p = 0,0663 p = 10,6360

Fonte: autora.
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Figura 30 — Efeito do tratamento agudo com 25H-NBOMe sobre os pardmetros distincia
percorrida (cm) e tempo de imobilidade (s) no teste de campo aberto na pré-
puberdade em animais fémeas.
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Fonte: autora.

Nota: desempenho de animais fémeas submetidas a neuroinflamag@o neonatal com LPS no aparato de campo
aberto quanto a distancia percorrida entre 0 ¢ 5 minutos (A), 5 ¢ 10 minutos (B), 10 e 15 minutos
(C) e 15 e 20 minutos (D), e quanto ao tempo de imobilidade entre 0 e 5 minutos (E), 5 e 10
minutos (F), 10 e 15 minutos (G) e 15 e 20 minutos (E) apods tratamento agudo com 25H-NBOMe.
Estatistica: ANOVA de duas vias (tabela 16) seguida do pos-teste de Newman-Keuls, # p < 0,05 em
relacdo ao respectivo controle salina (n = 16-18).
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Tabela 16 - Anélise de variancia de duas vias sobre a distancia percorrida € o tempo de

imobilidade em intervalos de 5 minutos em animais fémeas submetidas a
neuroinflamacao neonatal com LPS (desafio imunologico) e tratadas na

peripuberdade com 25H-NBOMe (tratamento NBOMe).

Parametros | Tratamento NBOMe | Desafio imunolégico Interacao
Distancia F(2,81)=0,5213 F (1, 81)=4,208 F(2,81)=1,385
0 a5 min p=0,5957 p <0,05 p=0,2562
Distancia F(2,81)=1,782 F(1,81)=5,812 F(2,81)=6,103
5a 10 min p=0,1748 p <0,05 p <0,01
Distancia F (2, 81)=3,701 F(1,81)=3,677 F(2,81)=2,934

10 a 15 min p <0,05 p =10,0587 p =0,0589
Distancia F(2,81)=1,934 F (1, 81)=4,290 F(2,81)=1,538
15 a 20 min p=0,1512 p <0,05 p=0,2210

Imobilidade F (2, 81)=10,6561 F (1, 81)=17,002 F(2,81)=0,7386
0 a 5 min p=0,5216 p <0,01 p=0,4810

Imobilidade F (2, 81)=1,050 F(1,81)=1,846 F (2, 81)=5,425
5a 10 min p =0,3547 P=0,1781 p <0,01

Imobilidade F (2, 81)=2,008 F (1, 81)=0,6503 F (2, 81)=2,030
10 a 15 min p=0,1409 p=0,4224 p=0,1379

Imobilidade F (2, 81)=0,9944 F (1, 81)=4,653 F (2, 81)=0,4988
15 a 20 min p=0,3744 p <0,05 p=0,6091

Fonte: autora.

6.3 INFLUENCIA DO TRATAMENTO AGUDO COM 25H-NBOMe SOBRE A
EXPRESSAO DE PROTEINAS NO CORTEX PRE-FRONTAL DE ANIMAIS PRE-
PUBERES SUBMETIDOS A NEUROINFLAMACAO NEONATAL

O tratamento agudo com 25H-NBOMe também nao foi capaz de alterar a expressao de

nenhuma das proteinas testadas em animais salina ou LPS (p > 0,05, figura 32, tabela 17).
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Figura 31 — Efeito do tratamento com 25H-NBOMe sobre a quantificagdo das proteinas
GFAP, Ibal e Sinaptofisina por Western Blotting em animais na
peripuberdade machos e fémeas submetidos a neuroinflamagao neonatal.
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Fonte: autora.
Nota: expressdo de proteinas no cortex pré-frontal de animais submetidos a neuroinflamagdo neonatal com

LPS e tratados com 25H-NBOMe na peripuberdade. Temos a expressdo de GFAP em animais machos
(A) e fémeas (B). Em seguida, temos a expressdo de Ibal de machos (C) e fémeas (D), e a expressdo
de sinaptofisina em animais machos (E) e fémeas (F). Estatistica: ANOVA de duas vias, ver

tabela 17 (n = 8).



Tabela 17 - Analise de variancia de duas vias sobre a quantificagdo de proteinas por

Western Blotting em animais

machos e

fémeas

submetidos a

neuroinflama¢do neonatal com LPS (desafio imunolédgico) e tratados na
peripuberdade com 25H-NBOMe (tratamento NBOMe).

Parametros | Tratamento NBOMe | Desafio imunologico Interacao
GFAP F(2,42)=0,1719 F(1,42)=10,8424 F(2,42)=0,1643
(machos) p=10,8426 p=0,3639 p=10,8491
Ibal F (2, 40)=0,4049 F (1, 40)=1,191 F (2, 40)=0,05916
(Machos) p =0,6698 p=0,2817 p=0,9426
Sinaptofisina  F (2, 42)=0,1041 F (1,42)=0,4688 F(2,42)=0,3033
(Machos) p=10,9014 p=10,4973 p=10,7400
GFAP F (2, 42) =0,04220 F (1, 42)=0,3954 F(2,42)=1,490
(Fémeas) p=0,9587 p=10,5329 p=10,2370
Ibal F (2,42)=1,002 F(1,42)=1,827 F (2, 42)=0,8601
(Fémeas) p=10,3756 p=0,1837 p=10,4304
Sinaptofisina F(1,42)=1,174 F (2, 42)=0,5891 F (2, 42)=0,4220
(Fémeas) p =0,2848 p=0,5593 p=0,6585

Fonte: autora.
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7 DISCUSSAO

A seguir serdo discutidos os resultados encontrados em nosso estudo.

7.1 EFEITOS DA ADMINISTRACAO SISTEMICA DE LPS DURANTE O PERIODO
NEONATAL

Esta etapa do trabalho avaliou a resposta a inflamagdo de ratos neonatos quanto a
sobrevida, peso, vocalizagdes e comportamento social na peripuberdade. Primeiramente, vimos
que uma dose alta de LPS (1,0 mg/kg) ¢ capaz de reduzir a sobrevida dos animais neonatos em
comparagdo a uma dose mais baixa. Um estudo demonstrou que, durante a primeira semana de
vida, o sistema imunolédgico é qualitativa e quantitativamente imaturo em comparacao a idade
adulta (GEORGOUNTZOU; PAPADOPOULOS, 2017). As diferencas entre neonatos e adultos
em relagao a imunidade foram relatadas tanto em humanos quanto em roedores, de maneira que
0os mecanismos que fornecem imunidade aos recém-nascidos sdo funcionalmente imaturos,
caracterizados por células B, producdo de anticorpos e resposta de células T insuficientes
funcionalmente (ADKINS et al., 2004). O processo de maturagao varia individualmente e ¢
dependente de diferentes moléculas, células, vias bioquimicas, sinalizagdes e exposi¢ao ao
antigeno. Essa imaturidade do sistema imune no inicio da vida pode ser responsavel pela menor
taxa de sobrevida durante eventos inflamatorios graves. Mesmo que o manuseio dos neonatos
para os procedimentos experimentais e a troca de filhotes para o ajuste do tamanho da ninhada
possa ter algum efeito na mortalidade, acredita-se que a baixa sobrevida dos animais LPS 1,0
mg/kg foi causada pela alta dose recebida, uma vez que seus companheiros de ninhada dos
grupos LPS 0,2 mg/kg e salina ndo sofreram baixas. Outro motivo para a baixa sobrevida desses
animais seria a letargia provocada pela inflamacdo, a qual impediria que o filhote realizasse
movimentos de membros anteriores, promovendo rotagdo e direcionamento do neonato para a
regido ventral materna, necessarios para que haja sucesso em encontrar e fixar-se no mamilo
(SOUZA; CASTRO; NOGUEIRA, 2003). Dessa forma, os filhotes deixam de se alimentar e
falecem por inani¢do, ou podem até se alimentar menos frequentemente e por menos tempo,
causando diminui¢do do peso corporal.

De fato, o segundo achado desse trabalho foi a diminui¢do do peso corporal causada
pela inflamag¢do induzida por LPS em neonatos, o qual ndo foi recuperado em animais LPS 1,0

mg/kg até a peripuberdade. Outros trabalhos também demonstraram que a aplicagdo de LPS no
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periodo neonatal causa redu¢do aguda do peso corporal. Pires e colaboradores (2020) obtiveram
um resultado semelhante ao tratarem ratos neonatos com LPS 1,0 mg/kg em dias alternados
ap6s o nascimento (PNDI, 3, 5 e 7), encontrando uma redugdo do peso corporal na primeira
semana pods-natal, mas que foi recuperado nos dias subsequentes. Entretanto, seu trabalho
utilizou apenas machos na padronizag@o da ninhada, além de um menor niimero de filhotes por
ninhada (8, em comparag¢do a 12 utilizados neste trabalho), o que pode ter impactado no tempo
e quantidade de mamadas. Utilizando o mesmo protocolo de aplicagao de LPS de Pires ef al.,
Silva et al. (2019) também obteve o resultado de reducao do peso em animais LPS. Entretanto,
também foram utilizados animais fémeas para a composi¢ao das ninhadas e foi constatado que
os animais tratados com LPS neonatal continuaram apresentando peso inferior aos animais
controle até o 89° dia de vida. Juntos, nossos dados demonstram que a aplicagdo de LPS neonatal
causa uma reducao aguda do peso corporal devido ao comportamento doentio, mas que pode
ou ndo ser recuperado dependendo de outros fatores como o tamanho da ninhada ou a presenca
de ambos os sexos na ninhada.

Outro achado desse trabalho foi a diminui¢ao das vocalizagdes emitidas pelos filhotes
durante o primeiro desafio imunologico com LPS, mas que podem aumentar apos o terceiro
desafio (em animais 3x) ou devido a uma segunda exposi¢do ao teste (em animais 1x). As
vocalizagdes ultrassonicas sdo emitidas por filhotes de ratos desde o dia seguinte ao nascimento
até o desmame (HOFER, ef al., 2001). Este teste foi baseado na descoberta que os ratos se
comunicam vocalmente utilizando vocaliza¢des ultrassonicas que variam entre 10-100 kHz
(BORTA; WOHR; SCHWARTING, 2006). Em filhotes de ratos, o breve isolamento de suas
genitoras estimula a emissdo de chamados caracteristicos entre 35-40 kHz, e esse
comportamento pode ser usado para avaliar o desenvolvimento da comunicagao social (WOHR,
2015). De modo geral, a separacao de um tnico filhote de seus companheiros de ninhada e da
mae em uma nova camara de teste (isolamento) provoca uma alta frequéncia de VUS. O
isolamento ¢ o paradigma mais usado e potente para induzir as VUS em estudos experimentais
e elas demonstraram obter respostas para o reestabelecimento materno, sugerindo que as VUS
podem funcionar como sinais de chamada (SMOTHERMAN et al., 1974; EHRET, 2005).
Muitos artigos se limitam a pesquisa da vocalizagdo ultrassonica em neonatos por considerar
essa fase a que possui maiores alteragdes, no que diz respeito aos transtornos do
neurodesenvolvimento (RABELO, 2021).

A diminui¢@o do nimero de VUS duas horas ap0s a primeira aplicagdo de LPS no PND3
pode indicar um prejuizo na comunicacdo entre o filhote e a mae, causado pela inflamagao

desencadeada pelo LPS. Até o momento, ndo foram encontrados outros trabalhos
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na literatura que avaliaram as VUS de ratos neonatos durante um desafio imunologico com LPS.
Entretanto, um trabalho utilizando ratos adultos também encontrou uma redu¢ao do nimero de
vocalizagdes 4 horas apds a administracdo de LPS (100 pg/kg, i.p.), que foram gravadas ao
mesmo tempo em que o animal era avaliado quanto ao comportamento doentio no teste de campo
aberto, o qual evidenciou prostracdo e diminui¢ao da exploracdo nesses animais (KIRSTEN et
al., 2015a). Silva (2018) avaliou a frequéncia de VUS em camundongos pré-puberes (PND30-
32) durante o desafio imunolégico com LPS (100 pg/kg, i.p.) e observou, 2 h apos a
administracao, que os animais LPS ndo emitiram vocalizagdes e apresentaram comportamento
doentio no teste de campo aberto realizado concomitantemente.

Esses resultados corroboram os achados deste trabalho e sugerem que a redugdo das
VUSpode ser um parametro utilizado para a verificagdo do comportamento doentio causado
pelo LPS em situagdes em que ndo ¢ possivel realizar os testes classicos de comportamento
doentio, como reducdo da ingestdo alimentar e da capacidade locomotora no campo aberto
(REIS, 2022). O prejuizo na comunica¢ao durante um desafio imunoldgico pode ser uma
resposta adaptativada espécie, pois pode diminuir a chance de contaminagao de sua colonia,
além de diminuir a exposi¢ao a predadores (HART, 1988).

Interessantemente, demonstramos nesse trabalho que, na segunda exposicao ao teste de
VUS no PNDS5, os animais LPS aumentaram o nimero de vocalizagdes em comparagdo aos
respectivos controles salina. Nesse dia, duas situacdes ocorreram: (1) os animais salina e LPS
3x receberam a terceira aplicagdo de LPS ou salina e, ap6s 2 h, foram submetidos ao teste de
VUS, e (2) os animais salina e LPS 1x foram simplesmente avaliados quanto as VUS no PNDS5,
pois ja haviam sido expostos ao LPS no PND3.

Em relagdo a primeira situacdo, outros estudos também encontraram aumento da
frequéncia de VUS durante um segundo desafio imunolégico com LPS. No trabalho de Silva
(2018) citado anteriormente, os mesmos camundongos utilizados na primeira exposi¢ao ao LPS
nos PND30-32 foram novamente expostos ao LPS nos PND45-47 e, dessa vez, aumentaram o
nimero de VUS, além de apresentarem comportamento doentio atenuado, em comparacao a
primeira exposi¢ao ao LPS. Além disso, outro estudo mostrou que os niveis de corticosterona
plasmatica 4 h ap6s a primeira aplicagao de LPS (0,05 mg/kg de Salmonella enteriditis, 1.p.) no
PND3 aumentaram 4 vezes mais em comparag¢ao a salina, porém, 4 h apos a segunda aplicagao
no PNDS5, esse aumento foi bem menos expressivo, indicando menor ativa¢ao do eixo HPA
(WALKER; MARCH; HODGSON, 2004). De igual modo, ratos infectados no PND4 com
Escherichia coli tiveram uma resposta atenuada de corticosterona plasmatica quando desafiados

com LPS na vida adulta (BILBO et al., 2008). Esses achados podem indicar uma
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adaptacdo da resposta inflamatéria, fazendo com que ela seja atenuada no segundo desafio
imunologico e permitindo que o animal possa voltar a vocalizar.

Quanto a segunda situa¢ao no PND35, consideramos apenas o fator de reexposi¢ao ao
teste, pois os animais ndo haviam sido injetados com salina ou LPS naquele dia. As
vocalizagdes induzidas por isolamento também podem ser consideradas um marcador de
ansiedade, sendo a sua taxa aumentada por agentes ansiogénicos e diminuida por agentes
ansioliticos (WINSLOW; INSEL, 1991). Sendo assim, o aumento desse parametro no PND5
pode indicar um comportamento tipo ansioso nos filhotes LPS 1x, os quais foram reexpostos
ao aparato do teste de VUS no PNDS5, mas ndo estavam passando pelo desafio imunolégico e,
mesmo assim, aumentaram a frequéncia de vocalizagdes.

A analise da emissdo de VUS foi realizada novamente no PND12, mas ndo foram
encontradas diferengas na frequéncia entre animais salina e LPS. Estudos de exposi¢ao pré-
natal ao LPS também ndo encontraram diferencas entre filhotes salina e LPS quanto ao ntimero
de vocalizagdes, tanto em Vieira (2017), avaliadas no PND13, quanto em Kirsten et al. (2015b),
avaliadas no PNDI11. Entretanto, no presente estudo nao foram avaliados a duracdo dos
chamados e o tempo de siléncio realizado pelos animais, os quais podem ser afetados mesmo
sem ter havido prejuizo no nimero de chamados (KIRSTEN ef al., 2015b). Apesar de nao
termos demostrado, utilizando esses modelos e doses de LPS, que a neuroinflamagdo neonatal
causa prejuizos comunicativos duradouros, um de nossos modelos causou comprometimento da
interagdo social durante a peripuberdade.

Como mencionado anteriormente, 0o DSM-V afirma que o diagndstico de TEA ¢ baseado
em quatro critérios de inclusdo por categorias de sintomas. Considerando os critérios A:
prejuizo persistente na comunicacdo social reciproca e na interagdo social e C: esses sintomas
devem estar presentes no periodo de desenvolvimento precoce, este trabalho demonstrou que a
neuroinflamacao induzida por administragcdo de LPS (1,0 mg/kg, i.p.) no periodo neonatal
(PND3-5) desencadeou prejuizos na interacdo social de animais machos, evidenciados pela
diminui¢ao dos tempos cheirando, seguindo e tempo total de interagdo, bem como a frequéncia
de poucings, na peripuberdade, que condiz ao periodo de desenvolvimento precoce. Ja nas
fémeas submetidas a esse mesmo modelo de inflamagao, os prejuizos no comportamento social
foram observados na redugao do tempo seguindo e da frequéncia de pouncings.

Bilbo e colaboradores (2008) também avaliaram o comportamento social de ratos
machos adultos que haviam sido infectados com Escherichia coli no PND4 e encontraram

redu¢ao no tempo total de interacdo dos animais infectados, em comparagdo aos animais
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controle. Em outro estudo, ratos machos e fémeas tratados com LPS (100 pg/kg, i.p.) no
PND14 apresentaram tempo de interag@o social reduzido, avaliado na adolescéncia (PND40),
quando comparados a ratos salina (DOENNI et al., 2016). Macrae e pesquisadores (2015)
trataram ratos machos e fémeas com LPS (50 pg/kg, i.p.) nos PND3 e 5 e observaram reducao
do tempo de interagdo social nesses animais na adolescéncia (PND40), quando comparados a
animais salina. Esses achados corroboram os achados desse trabalho, indicando que a
neuroinflamag¢do durante o neurodesenvolvimento em ratos ¢ capaz de causar prejuizos no
comportamento social ao longo da vida.

E  importante destacar também que, geralmente, os transtornos do
neurodesenvolvimento apresentam uma maior incidéncia e gravidade em individuos do sexo
masculino (LEUNG; CHUE; PSYCH, 2000; FOMBONNE, 2009) e, nesse trabalho, os
ratos machos demonstraram esse perfil de maneira mais acentuada que as fémeas. Diferengas
sexuais no que diz respeito a fisiologia e fungdo do sistema imune periférico como os
processos neurais basicos, comportamentos e resposta a modelos animais ja foram
documentados (BRUNTON et al., 2015, DAVIS; EMORY, 1995; PAPAIOANNOU, 2002) e
um estudo também observou uma resposta atenuada a citocinas em fémeas tratadas com LPS
no periodo neonatal (KENTNER et al., 2010).

As fémeas de muitas espécies geralmente apresentam aumento da resposta imune e da
resisténcia a infecgdo em comparagao aos machos (SCHWARZ; BILBO, 2012). Essas
diferencas sexuais tém sido geralmente atribuidas as a¢cdes imunomoduladoras de hormonios
esteroides sexuais. Os hormonios femininos, especialmente o estrogeno, sdo conhecidos por
causar efeitos anti-inflamatérios, influenciando a funcao e producao de citocinas (BAKER,
2004; LIAO et al., 2002; SCHWARZ et al., 2012). Geralmente, o estradiol exdgeno tem efeitos
estimulantes na imunidade humoral, mas pode aumentar ou suprimir a imunidade mediada por
célula, dependendo da dose. J4 a testosterona exdgena, em geral, deprime a imunidade humoral
¢ mediada por células, aumentando a susceptibilidade a infecgdes bacterianas e virais. E
provavel que haja efeitos sexo-dependentes na fun¢ao do sistema neuroimune em resposta a um
desafio imunolodgico na fase inicial da vida, fazendo com que machos e as fémeas apresentem
diferentes respostas a ativacdo neonatal do sistema imune, devido a diferenca entre o numero
de células da glia e os niveis moleculares do sistema imune (BARTH et al., 2016).

Em contrapartida, nosso trabalho ndo encontrou diferengas significativas na expressao
das proteinas GFAP (marcador de astrécitos) ou Ibal (marcador de micrdglia) no cortex pré-
frontal de animais na peripuberdade submetidos a inflama¢ao neonatal. No trabalho de Pang et

al., 2003, foram encontrados astrocitos e microglia reativos nove dias apds a administragao
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intracerebral de LPS 1,0 mg/kg no PND3, bem como as citocinas pré-inflamatorias TNF-a, IL-
1B, IL-6 e oxido nitrico sintase induzida (iNOS), e a coadministragdo de um antagonista do
receptor IL-1 reduziu os prejuizos causados pelo LPS. Vale ressaltar que em nosso estudo a
quantificagdo dessas proteinas foi realizada 28 dias apos a administragao intraperitoneal de LPS.
Além disso, a expressao de GFAP e Ibal indica apenas reatividade quanto a estrutura dessas
células, mas ndo indica dados quanto aos mediadores pro-inflamatorios que podem estar sendo
liberados, os quais sao responsaveis pela neuromodulacao e podem afetar o comportamento. No
topico 7.2 serd discutido os possiveis mecanismos que podem ter desencadeado o desinteresse

social nesses animais, o qual foi revertido pelo tratamento com 25H-NBOMe.

72INFLUENCIA DO TRATAMENTO COM 25H-NBOMe SOBRE O
COMPORTAMENTO DE ANIMAIS NA PERIPUBERDADE SUBMETIDOS A
NEUROINFLAMACAO NEONATAL

Para confirmar a agdo do psicodélico 25SH-NBOMe no receptor 5-HT24, a frequéncia de
movimentos HTR foi avaliada e foi demonstrado que ambas as doses utilizadas foram capazes
de elicitar essas respostas nos animais tratados, sendo que a maior dose (1,0 mg/kg) elicitou
mais movimentos HTR do que a menor dose (0,3 mg/kg). A primeira descri¢do de uma droga
desencadeando respostas de movimentos HTR foi reportada por Keller ¢ Umbreit (1956) apds
administracdo intravenosa (i.v.) de LSD em camundongos. Eles descobriram respostas
facilmente observaveis e quantificaveis apos a administracao de LSD, caracterizadas por um
balango rapido e violento da cabeca, sendo entdo chamado de Head Twitch Response, ou HTR.
Ratos também demonstram movimentos HTR ap6s a administragao de alucindgenos, mas nessa
espécie a resposta ¢ uma mistura de balancos da cabega e balancos do corpo inteiro, similar ao
comportamento de cachorros saindo da agua. Por isso, em ratos esses movimentos sao
conhecidos como Wet Dog Shakes, ou WDS (HALBERSTADT; GEYER, 2018).

A caracterizagdo farmacoldgica dessa resposta veio com a demonstracdo de que o
precursor da serotonina (5-hidroxi-triptofano) também elicita comportamentos de HTR.
Diversas classes de drogas (incluindo antagonistas da serotonina, anti-histaminicos e opioides)
atenuaram essa resposta, enquanto inibidores da enzima monoamina oxidase (MAO)
potencializaram os movimentos HTR (CORNE et al., 1963). Alguns anos depois, foi
demonstrado que uma variedade de alucindégenos produzia movimentos HTR, incluindo o LSD,

a psilocibina, a psilocina e a mescalina (CORNE; PICKERING, 1967). Subsequentemente,
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varios compostos serotoninérgicos foram demonstrados produzir HTR em roedores, incluindo
as drogas 2C, analogas das derivadas e recentes NBOMe (FANTEGROSSI et al., 2005).

Hoje, sabe-se que as drogas analogas NBOMe sdo potentes agonistas dos receptores
serotoninérgicos 5-HT»a, €, portanto, causam efeitos alucinégenos que, em roedores, elicitam
as respostas de HTR e WDS (RICKLI et al., 2015). Sendo assim, os resultados obtidos nesse
trabalho corroboram a literatura, pois o psicodélico 25H-NBOMe foi capaz de elicitar
movimentos HTR em ambas as doses administradas, tanto em machos quanto em fémeas pré-
puberes. Desse modo, os animais estavam sob o efeito agonista 5-HT2a quando submetidos ao
teste de comportamento de brincar subsequente.

O achado mais importante deste trabalho foi que o tratamento com 25H-NBOMe (0,3
mg/kg, 1.p.) em ratos machos submetidos a neuroinflamag¢do neonatal induzida por LPS (1,0
mg/kg, i.p.) foi capaz de reverter os prejuizos na interagdo social durante o comportamento de
brincar na peripuberdade. Essas alteragdes nao foram influenciadas por mudangas no padrao de
exploracdo ou capacidade locomotora pois ndo foram encontradas diferengas nos parametros do
teste de campo aberto. At¢ o momento e nosso conhecimento, esse foi o primeiro trabalho a
avaliar o efeito do psicodélico 25H-NBOMe sobre o comportamento social em um modelo de
neuroinflamag¢do neonatal induzida por LPS. Apesar de a maioria das drogas recreativas tanto
licitas quanto ilicitas serem utilizadas em ambientes sociais por motivos ainda nao bem
esclarecidos (SINGLE; WORTLEY, 1993; HALKITIS et al., 2005; RODGERS et al., 2006;
ACOSTA et al., 2008), efeitos de drogas psicodélicas sobre o comportamento social sdo
dificilmente encontrados na literatura.

Em comparagdo, uma revisdo recente elencou ensaios clinicos com substincias
psicodélicas e psicoativas, incluindo LSD, psilocibina e 3,4-metilenodioximetanfetamina
(MDMA, também conhecida popularmente como ecstasy). Em alguns ensaios, o LSD
demonstrou melhorar a empatia e sociabilidade em individuos saudaveis, apesar de ter
prejudicado o reconhecimento do medo. Em sobreviventes da AIDS, a psilocibina obteve
efeitos positivos em relagdo a ansiedade, qualidade de vida, abertura para novas experiéncias €
conexao social. Quanto ao MDMA, a psicoterapia assistida com essa droga em adultos com
TEA obteve resultados demonstrando que seu uso € seguro e elicita melhoras terapéuticas
duradouras nos sintomas de ansiedade social (INSERRA; GREGORIO; GOBBI, 2020).
Sendo assim, ensaios pré-clinicos com novas substancias psicodélicas e psicoativas serdo base
para futuros ensaios clinicos na busca de terapias para transtornos neuropsiquiatricos.

Em relagdo as andlises proteicas, nesse trabalho ndo encontramos diferencas na

expressdo das proteinas GFAP, Ibal e sinaptofisina no cortex pré-frontal dos animais
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submetidos a neuroinflama¢do neonatal e tratados com 25H-NBOMe. Mesmo assim, uma
hipotese seria que os niveis de citocinas pro-inflamatorias ainda podem estar fisiologicamente
aumentados nos animais LPS, causando alteragdes neuroimunes na regulacdo de
neurotransmissores que levaram a diminuicdo do comportamento social. Um estudo com
infec¢do neonatal com Escherichia coli no PND4 levantou evidéncias de que o processo
inflamatorio/infeccioso neonatal pode ativar ou estimular a microglia permanentemente em um
estado reativo, mesmo sem diferenca em relacao ao veiculo na expressao génica de MHC II, um
marcador de ativagdo microglial (BILBO; SCHWARZ, 2009).

Além disso, as substancias psicodélicas sdo capazes de atuar ativando vias
imunomodulatorias e anti-inflamatdrias, pelo menos em parte, através da ativacao do receptor
5-HT>a (FLANAGAN; NICHOLS, 2018). Apesar de a ativacdo do receptor 5-HT2a mediada
pela serotonina ser canonicamente considerado um sinal pro-inflamatério (SHAJIB; KHAN,
2015), a ativagdo desse receptor induzida por psicodélicos resulta em sua maioria no
recrutamento de vias anti-inflamatoérias (NICHOLS, 2012; PELLETIER; SIEGEL, 2009; YU et
al., 2008). Os efeitos anti-inflamatoérios dos psicodélicos podem ser parcialmente explicados
pela seletividade funcional do receptor 5-HT2a.

A seletividade funcional ¢ um conceito em que drogas diferentes induzem conformagdes
diferentes do mesmo receptor para recrutar e ativar diferentes vias efetoras (KENAKIN, 2011;
URBAN et al., 2007). Nesse cenario, a serotonina estabiliza principalmente o receptor em uma
conformacdo que recruta vias pré-inflamatorias, enquanto os psicodélicos estabilizam o
receptor em uma conformagdo ligeiramente diferente que recruta vias de sinalizagcdo anti-
inflamatorias. Isso também explicaria por que certos antagonistas em os receptores também
demonstraram ter propriedades anti-inflamatdrias, pois estariam impedindo que os efeitos da
propria serotonina promovessem a inflamacao (FLANAGAN; NICHOLS, 2018). Embora os
mecanismos moleculares precisos ainda nao tenham sido elucidados, existem evidéncias que a
ativacdo do receptor 5-HT2a por psicodélicos leva a um recrutamento funcionalmente seletivo
de vias efetoras anti-inflamatorias que levam a interrup¢do da ativagdo ou da sinalizagdo a
jusante de receptores de TNF-a e de alvos como NF-kf (HOUSE et al., 1994; NAU et al.,
2013; FLANAGAN; NICHOLS, 2018; FLANAGAN et al., 2019a ¢ 2019b).

Como mencionado anteriormente, o IFN-o e o TNF-a estimulam a atividade da enzima
IDO, comprometendo a sintese de serotonina e favorecendo a via das quinureninas, bem como a
produgdo de metabdlitos neurotoxicos como o acido 3-hidroxiquinurenina (3-HK) e o acido
quinolinico (AQ) (figura 9). Em modelos animais, a injecao das citocinas pro-inflamatérias TNF-

a e IL-1PB em individuos saudaveis induz comportamentos semelhantes ao retraimento
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social (NAJJAR et al., 2013). Desse modo, hipotetizamos que o psicodélico 25H-NBOMe pode
ter sido capaz de inibir essa sinalizacdo pro-inflamatéria através da ativagao do receptor 5-
HT>a, desviando o catabolismo do triptofano pela enzima IDO, favorecendo a sintese de
serotonina, e restaurando o comportamento social prejudicado pela neuroinflamacao induzida
por LPS.

A sinaptofisina ¢ uma proteina de membrana nas vesiculas sindpticas e ¢ usada como um
marcador especifico das vesiculas/terminais sindpticos. Esta proteina desempenha um papel
importante na liberagdo de neurotransmissores e no ciclo das vesiculas sindpticas, sendo
considerada um excelente marcador proteico da atividade pré-sinaptica no cortex (WANG et al.,
2017). Demonstramos que o tratamento agudo com 25H-NBOMe nao foi capaz de alterar a
expressao de sinaptofisina no cortex pré-frontal (CPF) poucas horas apds a aplicagdo.
Entretanto, os receptores 5-HT2a no CPF sdo primariamente pds-sinapticos e prevalecem nos
dendritos apicais de neurdnios piramidais (JAKAB; GOLDMAN-RAKIC, 1998; MINER et al.,
2013; WILLINS; DEUTCH; ROTH, 1997). Esse padrao de localizacdo sugere que os
psicodélicos podem ser capazes de aumentar a excitabilidade dendritica e induzir potenciais
excitatorios pods-sinapticos, como ja foi demonstrado para a serotonina (AGHAJANIAN;
MAREK, 1997).

No entanto, o impacto dos psicodélicos in vivo talvez seja mais complexo pois os
microcircuitos corticais contém multiplas subpopulagdes de neurdnios piramidais e subtipos de
neurdnios GABAérgicos. Esses tipos celulares expressam diferentes quantidades de 5-HT2a,
além de outros receptores de serotonina, o que reflete em respostas heterogéneas a
neuromodulacdo da serotonina (MARTIN; NICHOLS, 2016; SANTANA et al., 2004). De fato,
um estudo mostrou que apos a administragdo sist€émica de DOI (2,5-dimetoxi-4-iodofenil- 2-
aminopropano, um psicodélico agonista 5-HT2a/c), os neurdnios corticais frontais in vivo
apresentaram variagdes nas taxas de disparo em toda a populagdo neuronal no cortex frontal
medial de ratos (WOOD; KIM; MOGHADDAM, 2012). Um grupo de pesquisadores utilizou
técnicas de imagem (ressonancia magnética) para elucidar os efeitos da psilocibina e LSD na
conectividade da rede cerebral. Eles descobriram que essas drogas alteram a conectividade entre
as regides do cérebro produzindo um estado hiper conectado transiente. A medida que os efeitos
da droga desaparecem, o cérebro pode reiniciar em um padrdo mais normal de conectividade
que ¢ menos associado a estados depressivos anteriores (CARHART- HARRIS et al., 2012,
2016, 2017). Portanto, uma segunda hipdtese seria que o 25H-NBOMe pode ter sido capaz de
atuar diretamente em receptores 5-HT2a pos-sinapticos, modulando a resposta comportamental

dos animais de diferentes formas.
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Nesse trabalho, a menor dose desse psicodélico foi capaz de reverter os prejuizos no
comportamento social causados pela neuroinflamac¢ao neonatal com LPS. Porém, em animais
salina essa mesma dose causou prejuizos no comportamento social por si s6, além da dose mais
alta também ter sido prejudicial. Um trabalho com ratos, infectados com Escherichia coli (E.
coli) ou tampao fosfato-salina (PBS) no PND4 e tratados com anfetamina ou salina (D-
anfetamina, 15 mg/ml/kg, i.p.) na adolescéncia (PND40), avaliou a expressao de mRNA de
GFAP e das citocinas IL-1B, IL-6 e TNF-a no cortex pré-frontal medial orbitofrontal desses
animais (BLAND et al., 2010). Eles demonstraram que a anfetamina aumentou a expressao de
todos esses pardmetros em animais controle PBS (ndo infectados no periodo neonatal), mas nao
aumentou nenhum deles nos animais submetidos a infec¢ao neonatal. Além disso, ndo houve
diferenga na expressao de GFAP entre os grupos controle PBS-Salina e E. coli-Salina,
semelhantemente ao achado de nosso estudo. Da mesma forma, o 25H-NBOMe pode ter
suprimido a ativagdo de vias pro-inflamatdrias em animais LPS, ao mesmo tempo em que ativa
vias pro-inflamatorias em animais salina, causando o prejuizo observado no comportamento
social desses animais. Portanto, podem existir diferengas estruturais ou moleculares em animais
submetidos a neuroinflamacdo neonatal, as quais podem ser moduladas pelo psicodélico 25H-
NBOMe.

Em um resumo de nossos achados, vimos que o desafio neonatal com LPS em ratos ¢
capaz de alterar a comunicagao entre o filhote e a mae durante o desafio imunologico e reduzir
o peso corporal tanto em filhotes machos quanto em fémeas, mas que pode ou nio ser
recuperado a depender de fatores como o tamanho da ninhada. Na peripuberdade, animais
machos submetidos a neuroinflamacao neonatal induzida por LPS (1,0 mg/kg) por 3 dias
consecutivos demonstraram prejuizos no comportamento social de brincar. Pela primeira vez,
foi demonstrado que o tratamento agudo com a substancia psicodélica 25 H-NBOMe em uma
dose baixa (0,3 mg/kg) € capaz de reverter os prejuizos causados no comportamento social de
animais LPS, porém causa prejuizos nesse comportamento em animais salina em ambas as
doses. Apesar disso, animais fémeas nao foram afetadas de forma relevante pela inflamagao
neonatal induzida por LPS ou pelo tratamento agudo com 25H-NBOMe na peripuberdade,

demonstrando resultados de diferencgas sexuais.
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8 CONCLUSAO

Encarar processos inflamatorios ou infecciosos durante o periodo neonatal como
indutores dos transtornos do neurodesenvolvimento ¢ relevante pois pode ajudar a compreender
o motivo da alta prevaléncia dessas desordens, uma vez que qualquer individuo esta
constantemente exposto a infec¢des desde o inicio da vida. Além disso, o estudo de novas
drogas e substancias psicoativas como potenciais agentes terapéuticos em transtornos do
neurodesenvolvimento precisa ser continuamente avaliado a fim de gerar dados confidveis para
encontrar doses eficazes e seguras para embasar estudos clinicos visando o tratamento € manejo
dos sintomas dessas desordens. Portanto, este trabalho gera uma base para o estudo da
substancia psicodélica 25H-NBOMe como potencial agente terapéutico em desordens do
neurodesenvolvimento que afetam as relagdes sociais, indicando caminhos a serem investigados

para a elucidagdo de seu mecanismo de acao.
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