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RESUMO

GOMES, Arthur Rocha. Efeitos da exposicdo materna a dieta hiperlipidica e
lipopolissacarideo sobre os pardmetros neuroinflamatorios, estado redox e comportamento de
ratos Wistar adolescentes. Tese (Doutorado em Ciéncias Fisiologicas) — Programa
Multicéntrico de Pos-graduacao em Ciéncias Fisiologicas, Universidade Federal dos Vales do

Jequitinhonha e Mucuri. Diamantina-MG, p. 145. 2021.

Durante os periodos embrionario e neonatal o sistema encefalico da prole encontra-se em
pleno desenvolvimento, sendo muito susceptivel a interferéncias ambientais. Dentre esses
fatores interferentes, a exposicao a uma dieta materna hiperlipidica é capaz de proporcionar
neuorinflama¢do na prole e, consequentemente, alteragdes no comportamento ao longo da
vida. Em contrapartida, a exposi¢do materna a baixas e consecutivas doses de
lipopolissacarideo (LPS) vem surgindo na literatura como uma alternativa para modulagdo do
estado neuroimune. Este efeito modulatério esta relacionado ao potencial de atenuagdo ou
hiporresponsividade da resposta imunoldgica apds subsequentes aplicacdes do LPS, levando a
um efeito de tolerizacao ao LPS. No entanto, estudos que abordam os efeitos da reexposi¢ao
ao LPS em associacdo com a dieta materna hiperlipidica durante a gestacao e lactacdo sobre o
comportamento de ratos adolescentes ainda sdo escassos. Portanto, o objetivo desse trabalho
foi avaliar o efeito protetor da tolerdncia ao LPS sobre os parametros neuroinflamatorios, do
estado redox e comportamento (memoria e ansiedade) na prole adolescentes de ratas Wistar
tratadas com dieta hiperlipidica durante a gestagdo e lactacdo. Inicialmente 40 ratas Wistar
fémeas foram colocadas em caixas com a presenca de ratos machos para cruzamento. Com a
confirmacdo da copula, as fémeas foram destinadas ao alojamento isolado nas gaiolas, sendo
definido esse como o dia “zero” da gravidez (GD0). A partir do GDO as fémeas receberam
dieta padrio (n = 20; racio Nuvilab®) ou dieta hiperlipidica (n = 20; ra¢do Nuvilab acrescida
de banha de porco). No GD8 as ratas gestantes receberam via intraperitoneal veiculo (salina)
ou LPS (0,1mg.kg™!), tratamentos que se repetiram no GD10 e GD12. No 21° dia de lactagio
ocorreu o desmame da prole, que foi redistribuida (de acordo com a dieta e o tratamento das
suas respectivas maes) isoladamente nas gaiolas, formando os grupos: Controle — filhotes das
maes que receberam dieta padrdo e aplicagdo intraperitoneal de salina (n = 60);
Lipopolissacarideo (LPS) — filhotes das maes que receberam dieta padrao e aplicagdo

intraperitoneal de LPS (n = 60); Hiperlipidica (HP) — filhotes das maes que receberam dieta



hiperlipidica e aplicacdo intraperitoneal de salina (n = 60); Lipopolissacarideo + Hiperlipidica
(LPS+HP) — filhotes das maes que receberam dieta hiperlipidica e aplicagdo intraperitoneal de
LPS (n = 60). Apos o desmame, todos esses animais (prole) receberam, até o 50° dia de vida,
dieta padrao e agua ad libitum. Entre o 42° e 0 49° dia de vida, a prole de machos adolescentes
realizou os testes comportamentais de memoria (reconhecimento de objetos de curto e longo
prazo), ansiedade (labirinto em cruz elevado, campo aberto, transicdo claro-escuro) e
capacidade motora (rotarod). Parte dos animais foram eutanasiados no 21° dia de vida (n =6
por grupo), enquanto o restante foi eutanasiado no 50° dia. Nesse momento foram retirados o
cortex pré-frontal, o hipocampo e a amigdala para avaliacdo de citocinas pré (IL-1B, IL-6,
TNF-a) e anti-inflamatorias (IL-10), e dos niveis de fator neurotrdéfico derivado do encéfalo -
BDNF (este apenas no hipocampo). Além disso, foram avaliadas nessas estruturas o estado
redox, através da capacidade antioxidante (método FRAP), enzimas antioxidantes (catalase,
superoxido dismutase, glutationa peroxidase) e marcadores do estresse oxidativo (método
TBARS e proteina carbonilada). A prole HP demonstrou aumento de IL-6 no hipocampo aos
21 dias de vida, enquanto que os animais LPS+HP reportaram elevacdo dos niveis de IL-10.
No 50° dia foram observados maiores niveis de IL-10 no hipocampo dos animais LPS+HP,
preservagao dos seus niveis na amigdala, e menores concentragdes dessa citocina na amigdala
da prole HP. Em relacdo ao estado redox no 50° dia de vida, foi reportado melhora na
capacidade antioxidante no cortex pré-frontal, hipocampo e na amigdala dos animais do grupo
LPS+HP. Os resultados das dosagens de citocinas indicam que a prole HP desenvolveu um
estado neuroinflamatorio. Enquanto isso, o grupo LPS+HP demonstrou uma prote¢do nas
regides do hipocampo e da amigdala, devido ao aumento (hipocampo) ou preservacao
(amigdala) dos niveis de IL-10, além da elevag¢do de enzimas antioxidantes. A IL-10 regula a
ativacdo glial e estd relacionada com um efeito compensatdrio para contengdo da inflamagao,
estando também associada a melhora de processos cognitivos e na preveng¢do de doencas
neuropsiquiatricas. Nos testes comportamentais, o grupo HP reportou prejuizos na memoria
de curto prazo e desenvolvimento de comportamento tipo-ansioso. Em contrapartida, a
memoria dos animais LPS+HP foi preservada e nenhum comportamento tipo-ansiedade foi
observado nesse grupo. Esses resultados indicam que o efeito de tolerizagdo promovido pela
reexposicao ao LPS nas maes que receberam dieta hiperlipidica foi capaz de modular o estado
neuroimune do hipocampo e da amigdala da prole LPS+HP, o que preveniu alteracdes
comportamentais na memdoria e ansiedade na adolescéncia desses animais.

Palavras chave: lipopolissacarideo; tolerancia ao LPS; dieta hiperlipidica; neuroinflamagao;
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ABSTRACT

During the embryonic and neonatal periods, the fetus/neonate brain system is in full
development, being very susceptible to environmental interference. Among these interfering
factors, exposure to a high-fat maternal diet shows to be capable of promoting offspring
neuroinflammation and, consequently, changes in behavior throughout life. In contrast,
maternal exposure to low and consecutive doses of lipopolysaccharide (LPS) has emerged in
the literature as an alternative for modulating the neuroimmune state. This modulatory effect
is related to the potential for attenuation or hyporesponsiveness of the immune response after
subsequent applications of LPS, leading to an effect of LPS tolerance. However, studies
addressing the effects of reexposure to LPS in association with the high-fat maternal diet
during gestation and lactation on the behavior of adolescent offspring are scarce. Therefore,
the aim of this study was to evaluate the protective effect of LPS tolerance on
neuroinflammatory parameters, redox status and behavior (memory and anxiety) in the
adolescent offspring of Wistar rats treated with a high-fat diet during gestation and lactation.
Initially, 40 female Wistar rats were placed in boxes with the presence of male rats. With the
confirmation of the copulation, the females were sent to the isolated housing in the boxes,
being defined this as the “zero” day of gestation (GDO0). From GDO, females received a
standard diet (n = 20; Nuvilab® diet) or a high-fat diet (n = 10; Nuvilab diet plus lard). From
GDS, pregnant rats received intraperitoneal vehicle (saline) or LPS (0.1mg.kg), treatments
that were repeated in GD10 and GD12. On the 21* day of lactation, the offspring was weaned,
which was redistributed (according to the diet and treatment of their respective dams)
separately in the boxes, forming the groups: Control — male offspring of the dams who
received a standard diet (Nuvilab) and intraperitoneal saline application (n = 60);
Lipopolysaccharide (LPS) — male offspring of the dams who received a standard diet
(Nuvilab) and intraperitoneal LPS (n = 60); High-fat (HP) — male offspring of the dams who
received a high-fat diet and intraperitoneal saline application (n = 60); Lipopolysaccharide +
High-fat (LPS+HP) male offspring of the dams who received a high-fat diet and
intraperitoneal LPS application (n = 60). All of these animals received, until the 49" day of
life, a standard diet and water ad libitum. Between the 42" and 49™ day of life, the male
adolescent offspring underwent behavioral tests of memory (object recognition; short- and
long-term memory), anxiety (elevated plus maze, open field, light-dark test) and motor ability

(rotarod). Part of the offspring was euthanized on the 21% day of life (n = 6 per group), while



the rest were euthanized on the 50 day. At this moment, the prefrontal cortex, hippocampus
and amygdala were removed for evaluation of pro- (IL-1B, IL-6, TNF-a) and anti-
inflammatory (IL-10) cytokines, and the levels of neurotrophic factor derived of the brain -
BDNF (hippocampus only). In addition, the redox state was evaluated in these structures,
through the antioxidant capacity (FRAP method), antioxidant enzymes (catalase, superoxide
dismutase, glutathione peroxidase) and oxidative stress markers (TBARS method and
carbonylated protein). The HP offspring showed an increase in IL-6 in the hippocampus at 21
days of life, while the LPS+HP animals reported an increase in IL-10 levels. On the 50" day,
higher levels of IL-10 were observed in the hippocampus of LPS + HP animals, preservation
of their levels in the amygdala, and lower concentrations of this cytokine in the amygdala of
the offspring HP. Regarding the redox state on the 50" day of life, an improvement in the
antioxidant capacity in the prefrontal cortex, hippocampus and amygdala of animals in the
LPS+HP group was reported. The results of the cytokine measurements indicate that the HP
offspring developed a neuroinflammatory state. Meanwhile, the LPS+HP group showed
protection in the regions of the hippocampus and amygdala, due to the increase
(hippocampus) or preservation (amygdala) of IL-10 levels, in addition to the elevation of
antioxidant enzymes. IL-10 regulates glial activation and is related to a compensatory effect
to contain inflammation, and is also associated with the improvement of cognitive processes
and the prevention of neuropsychiatric diseases. In behavioral tests, the HP group reported
impairments in short-term memory and the development of anxiety-like behavior. In contrast,
the memory of the LPS+HP animals was preserved and no anxiety-like behavior was
observed in this group. These results indicate that the tolerance effect promoted by reexposure
to LPS in dams who received a high-fat diet was able to modulate the neuroimmune status of
the hippocampus and amygdala of the LPS+HP offspring, which prevented behavioral
changes in memory and anxiety in these adolescent animals.

Keywords: lipopolysaccharide; LPS tolerance; high-fat diet; neuroinflammation; redox state;

cortex; hippocampus; amygdala; memory; anxiety.
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Prostaglandina E2 — PGE2

Fator nuclear kB (nuclear factor kB) — NF-kB)

Eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal — HPA

Hormonio liberador de corticotrofina (corticotropin-releasing hormone) — CRH

Hormonio adrenocorticotrofico (Adrenocorticotropic hormone) — ACTH

Proteina ativadora 1 (Activator protein 1) — AP-1

Fator regulador de interferon 3 (interferon-regulatory factor 3) — IRF3

Fator de transformagdo do crescimento beta (transforming growth factor beta) — TGF-3
Acetilcolina — ACh

Tomografia por emissdo de positrons (Positron emission tomography) — PET

Proteina C reativa — PCR

Proteino-quinases ativadas por mitogenos (Mitogen Activated Protein Kinases) — MAPK
Transdutor de sinal e ativador da transcricdo 1 (signal-transducer-and-activator-of-

transcription) — STAT-1



Receptor associado a quinase do IL-1 (/L-1R-associated kinase) — IRAK

Necrosis factor receptor associated factor 6 — TRAF-6

IxB kinase — IKK

MicroRNA-98 — miR-98

MicroRNA-21 — miR-21

Proteina acida fibrilar glial (Glial Fibrillary Acidic Protein) — GFAP

Ativacdo imune materna — AIM

Fator neurotrofico derivado do encéfalo (brain derived neurotrophic factor) — BDNF
Conselho nacional de controle de experimentacdo animal — CONCEA

Comité de Etica no Uso de Animais — CEUA

Laboratorio de Nutri¢ao Experimental — LabNutrex

Laboratorio de Inflamagao ¢ Metabolismo — LIM

Dia “zero” da gravidez — GO

8° dia de gestacdo — G8

21° dia de lactacao — L21

50° dia de vida da prole — PN50

42° dia de vida da prole — PN42

49° dia de vida da prole — PN49

Teste de reconhecimento de objetos — TRO

Campo aberto — CA

Labirinto em cruz elevado — LCE

indice de reconhecimento — IR

Tampao fostato salina (phosphate buffered saline) — PBS

Superdxido dismutase — SOD

Glutationa-s-transferase — GST

Capacidade antioxidante total ndo-enzimatica (Ferric-reducing ability of plasma) — FRAP
indice de peroxidacéo lipidica (Thiobarbituric acid reactive substances) — TBARS
Malondialdeido - MDA

2,4-dinitrofenilhidrazina — DNPH

Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay — ELISA



Albumina de soro bovino (bovine serum albumine) — BSA
Ortofenilenodiamina — OPD

Fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nuclear factor erythroid 2-related factor 2)
— Nfr2
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CONSIDERACOES INICIAIS

Meu nome ¢ Arthur Rocha Gomes, sou farmacéutico-bioquimico pela Universidade
Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (UFVIM) e mestre em Ciéncias Farmacéuticas
pela mesma instituicdo. Essa tese, orientada pelos professores doutores Hércules Ribeiro Leite
e Etel Rocha Vieira, representa a pesquisa realizada durante o0 meu doutorado pelo Programa
Multicéntrico de Pos-graduacao em Ciéncias Fisiologicas (PMPGF) da UFVIM.

A sec¢do inicial deste trabalho abordard uma introducao geral e a revisdo da literatura
ao redor do tema de pesquisa. Durante essa etapa, o intuito foi trazer ao leitor os aspectos
teoricos, bem como artigos recentes que nortearam o desenvolvimento deste trabalho. Serao
revistos conceitos importantes sobre inflamacdo e neuroinflamagdo, € como as mesmas se
inserem dentro do contexto da dieta materna durante a gestagdo e lactagdo, podendo promover
prejuizos no estado neuroimune € no comportamento da prole. Ademais, serd revisto também
a utilizacao do lipopolissacarideo como agente indutor inflamatorio, e, mais importante, como
a sua reexposicdo em baixas doses pode ser utilizada para atenuacao/hiporresponsividade de
processos inflamatérios, promovendo um efeito de tolerancia.

O primeiro capitulo tem como principal objetivo avaliar o efeito protetor promovido
pela tolerancia ao lipopolissacarideo (LPS) sobre os pardmetros neuroinflamatorios, do estado
redox e da memoria na prole adolescente de ratas Wistar tratadas com dieta hiperlipidica
durante a gestacdo e a lactacdo. Foram avaliadas citocinas pr6 e anti-inflamatoérias, além de
marcadores do estresse oxidativo e enzimas antioxidantes no cortex pré-frontal e hipocampo
da prole adolescente. Além disso, o teste de reconhecimento de objetos foi realizado em dois
tempos diferentes de retengdo (1h e 24h), para analise da memoria de curto e longo prazo dos
animais. Esse capitulo foi convertido no formato de artigo cientifico, submetido a revista
Neuroscience (https://www .journals.elsevier.com/neuroscience; impact fator: 3.056) em
agosto de 2020, e se encontra em fase final de revisao.

Por sua vez, o segundo capitulo objetivou avaliar o efeito protetor da tolerancia ao
LPS sobre os mesmos pardmetros neuroquimicos, além do comportamento tipo-ansiedade na
prole adolescente de ratas Wistar tratadas com dieta hiperlipidica. Desta vez, o enfoque foram
as andlises na amigdala da prole, além da realizagdo de testes para avaliagdo de
comportamento do tipo-ansiedade, como o labirinto em cruz elevado, campo aberto e

transicao claro-escuro. Elaboramos a partir deste capitulo um artigo também, submetido em
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janeiro de 2021 a revista Behavioural Brain Research
(https://www.journals.elsevier.com/behavioural-brain-research; impact factor: 2.977).

Dessa forma, a presente tese estd subdivida em:

- Secao inicial (introdugdo e revisao da literatura);

- Capitulo 1 (A tolerancia ao LPS aumenta a IL-10 hipocampal e evita a perda de
memoria de curto prazo na prole de machos adolescentes de maes alimentadas com dieta
hiperlipidica);

- Capitulo 2 (A tolerancia ao LPS previne comportamento tipo-ansiedade e inflamacgao

na amigdala da prole adolescentes de maes alimentadas com dieta hiperlipidica).
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1 INTRODUCAO GERAL

As fases de gestagao e lactagao sao consideradas fundamentais no desenvolvimento da
prole em relagdo ao seu metabolismo, crescimento e na maturagio encefilica (DURAN-
CARABALI et al., 2019; FIGUEIRO et al., 2019; STONE et al., 2019). Durante essas fases,
ha uma maior susceptibilidade a insultos, como os proporcionados por uma ma-alimentacao,
podendo levar a deficiéncias no desenvolvimento encefalico, impactando no comportamento
da prole ao longo da vida (SPENCER, 2017; SPENCER et al., 2017).

Dessa forma, durante os periodos citados, a mae necessita de um estado nutricional
adequado, obtido através de uma alimentagdo equilibrada, com consumo e absor¢do de
nutrientes em quantidades suficientes. Uma ma-nutri¢do materna pode desencadear alteragdes
que vao repercutir ao longo da vida da prole, gerando impactos na memoria, cognicao,
emocionalidade, aspectos motores e sociais (MORGANE et al., 1993; PRADO; DEWEY,
2014; SPENCER et al., 2017). Como exemplo, pode-se citar dietas ricas em gorduras
saturadas, que podem ter impacto negativo no desenvolvimento e no comportamento da prole
(SPENCER et al., 2017).

Estudos epidemiologicos reportam essa interrelagdo entre o estado nutricional da mae
e alteracdes comportamentais na prole. Existem evidéncias que a obesidade materna humana
aumenta o risco de desenvolvimento nos descendentes de: transtornos da ansiedade e
depressao (MINA et al., 2017), autismo (LI et al.,, 2016), dificuldades em externalizar
problemas (MINA et al., 2017; VAN LIESHOUT; ROBINSON; BOYLE, 2013),
esquizofrenia (KHANDAKER; DIBBEN; JONES, 2012; MACKAY et al., 2017), compulsao
alimentar (LYDECKER; GRILO, 2017), transtorno do déficit de atengdo e hiperatividade
(ROBINSON et al., 2020), além de prejuizos na memoria e cogni¢do (KRZECZKOWSKI et
al., 2018).

De forma semelhante, trabalhos com roedores confirmam essa relacdo observada nos
humanos. Estudos que avaliaram a prole de maes que receberam dieta hiperlipidica
demonstraram: prejuizos na memoéria (CORDNER et al., 2019; GRAF et al., 2016),
comportamento tipo-ansioso (GLENDINING; FISHER; JASONI, 2018; WINTHER et al.,
2018), menor locomocdo (SASAKI; MCGOWAN; ERB, 2018), diminui¢do do
comportamento de brincar (RIBEIRO et al., 2018) e compulsao alimentar (DESAI; HAN;
ROSS, 2016; NAEF et al., 2011).
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A neuroinflamagdo ¢ um processo que ocorre quando ha um estado pro-inflamatério
no sistema nervoso central (SNC). E importante ressaltar que a neuroinflamagdo vem sendo
apontada como um dos mecanismos responsaveis pelas alteragdes comportamentais na prole,
originadas a partir da dieta hiperlipidica e/ou da obesidade materna (SULLIVAN et al., 2015;
THOMPSON et al., 2018). Maes obesas ou que possuem uma dieta rica em gorduras
saturadas podem apresentar um estado de inflamagdo cronica de baixo grau (SCHEJA;
HEEREN, 2019), o que aumenta o risco da passagem de agentes pro-inflamatoérios para a
prole (SULLIVAN et al., 2015; THOMPSON et al., 2018).

Um dos meios que essa passagem pode ocorrer, ¢ através da placenta (AYE et al.,
2014; REYNOLDS et al., 2015; ROBERTS et al., 2011; SABEN et al., 2013), o outro ¢ por
meio do leite materno (ARAD et al., 2017; SASO et al., 2019; WHITAKER et al., 2017).
Ressalta-se que durante as fases iniciais da vida, a prole possui uma barreira hematoencefalica
(BHE) ainda em desenvolvimento, o que facilita a entrada de agentes neurotdxicos ou
moléculas efetoras (como mediadores pro-inflamatdrios) no SNC em formagdo, gerando um
estado neuroinflamatorio (AFROZ; ALVINA, 2019; MILLER et al., 2016; SAUNDERS et
al., 2014).

Diante deste quadro, estratégias que busquem minimizar os impactos da dieta materna,
suprimindo ou atenuando um estado neuroinflamatorio da prole se tornam necessarias.
Estudos vém apontando a utilizagdo do efeito tolerante (ou de condicionamento) ao LPS com
alto potencial para protecdo ou atenuagdo da inflamacdo (HUANG et al., 2015; SEELEY;
GHOSH, 2017). Baixas doses de LPS sdo suportadas em modelos animais sem inducao de
obito, proporcionando uma tolerancia a reexposicao ao LPS ou a outros agentes inflamatorios,
nesse ultimo caso, sendo chamado de tolerancia cruzada. O mecanismo pelo qual esse efeito
de tolerancia (e da tolerancia cruzada) ao LPS ocorre, parece envolver a supressio da resposta
inflamatoria através de uma hiporresponsividade nos toll-like receptors 4 (TLR4) presentes
nas membranas dos macrofagos (SEELEY; GHOSH, 2017).

Nesse contexto, varios estudos demonstraram uma tolerancia cruzada promovida pela
reexposicdo ao LPS a varios agentes pro-inflamatorios, tais como: redugdo da inflamacao
contra crises epilépticas induzidas por choque eletroconvulsivo (AMINI et al., 2018); lesdo de
isquemia-reperfusdo renal (HE et al., 2014; WANG et al., 2018); inflamacao alérgica das vias
aéreas (KUMAR; ADHIKARI, 2017); e lesdes traumaticas encefalicas (TURNER et al.,
2017). Destaca-se ainda um Unico trabalho na literatura que avaliou o efeito de tolerancia

cruzada ao LPS em relacdo a uma dieta hiperlipidica materna (HUANG et al., 2015). No
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entanto, o estudo de Huang et al. (2015) teve como foco apenas a avaliagdo da morfologia e
inflamacao no hipocampo da prole apo6s a aplicagdo de LPS em ratas-maes que receberam
dieta hiperlipidica na gestagdo e lactagdo, sem ter avaliado nenhum aspecto do
comportamento desses animais. No decorrer desse texto serdo abordados mais detalhes do
trabalho de Huang et al. (2015), que serviu de base para desenvolvimento da tese.

Portanto, os principais questionamentos levantados no presente trabalho foram: (1) a
tolerancia ao LPS poderia exercer uma protecao na memoria da prole adolescente de ratas-
maes tratadas durante as fases de gestacdo e lactagdo com uma dieta hiperlipidica? (2) esse
efeito (dentro das mesmas condig¢des de tratamento) poderia exercer uma prote¢ao também
nos comportamentos do tipo ansiedade? A principal hipdtese levantada é que a reexposicao a
baixas doses do LPS durante a gestacdo poderia exercer um efeito atenuador/supressivo na
inflamagao promovida pela dieta materna. Por sua vez, esse efeito levaria a uma diminuigao
na concentracao de citocinas pré-inflamatorias ou o aumento de anti-inflamatorias, em regioes
encefalicas importantes como o hipocampo e a amigdala, gerando prote¢do na memoria e no

comportamento do tipo ansioso, respectivamente.

26



2 OBJETIVOS

Avaliar o efeito protetor da tolerancia ao LPS sobre os parametros neuroinflamatdrios
e do estado redox, além da memoria e o comportamento tipo-ansiedade na prole adolescente
de ratas Wistar tratadas com dieta hiperlipidica durante a gestagdo e lactacdo. Em cada

capitulo serdo abordados também os objetivos especificos.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Inflamacio

A inflamag¢dao ¢ um processo complexo e dinamico, que ocorre devido a alguma
alteracdo na homeostasia do organismo. Geralmente, processos inflamatorios acontecem em
trés situagdes fisiopatoldgicas: na infec¢do, em uma injuria, ou através de um estresse tecidual
ou ma-fungdo de um sistema. De forma a manter o equilibrio, o sistema imune, através de
reacgoes locais e sistémicas de variados tipos celulares, sinais quimicos e vias de sinalizacao, ¢
responsdvel por minimizar os potenciais riscos advindos dessas situagdes fisiopatologicas,
reparando o tecido e restaurando a homeostasia, ou, em alguns casos, se adaptando ao
estresse. Nesse segundo caso, podem ocorrer consequéncias patologicas, tais como sepse,
fibrose, metaplasia e crescimento de tumores (MEDZHITOV, 2008).

Um processo inflamatério também possui um carater temporal, com respostas agudas
e/ou cronicas. A fase aguda tem duragdo de minutos a dias, envolvendo uma série de reagdes
complexas na tentativa de estabelecer uma resolucdo para a infecgdo por microrganismos ou
situagdo de injuria. O processo se inicia pelo reconhecimento de padrdes moleculares
associados a patdgenos (pathogen-associated molecular patterns; PAMP’s) ou associados a
danos (damage-associated molecular patterns; DAMP’s), que ocorrem por meio da acdo de
células como macrofagos, mastocitos, células dendriticas ou células epiteliais, que possuem
receptores especificos para esse reconhecimento. A partir desse processo, iniciam-se 0s
eventos vasculares (vasodilatagdo local e aumento da permeabilidade dos capilares) para
formac¢ao do exsudado e migracdo de leucocitos (predominantemente neutrofilos) para o foco
da lesdo. O inicio da inflamagdo € caracterizado pela liberacdo de mediadores inflamatorios,
incluindo o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), as interleucinas (IL), moléculas de adesdo,
mediadores vasoativos e espécies reativas de oxigénio (ERO’s) que medeiam a inflamagdo e
producdo de sinais cardinais como edema, dor, rubor, febre e perda da fungao (ABBAS, 2008;
SELL, 2001). E esperado que a inflamagio aguda, por meio principalmente da agdo dos
neutrdfilos ativados localmente, seja capaz de solucionar essa quebra na homeostasia e
promover o retorno do equilibrio, no entanto, caso isso ndo ocorra, o processo inflamatorio
persiste e adquire novas caracteristicas (MEDZHITOV, 2008).

Na fase cronica da inflamagdo, o infiltrado inicial de neutrofilos € substituido por

outros tipos celulares, como macrofagos e células T. Se mesmo assim, o combinado de ambas
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ndo for suficiente para resolucdo e retorno a uma situacao de equilibrio, hd a formagdo de
granulomas e tecidos linfoides tercidrios. Essa fase pode ter duracdo de semanas a meses, com
intensa proliferacdo de vasos sanguineos, fibrose e necrose tecidual, que possibilitam o reparo
e a cicatrizagdo dos tecidos lesionados (ABBAS, 2008; SELL, 2001).

Além disso, o sistema imune pode ser classificado por meio dos seus subsistemas, que
se diferem, principalmente, pela velocidade e especificidade de atuagdo, sendo eles a
imunidade inata e a adaptativa. Individuos vertebrados nascem com a imunidade inata
desenvolvida, ou seja, a mesma nao se molda de acordo com a presenca de um antigeno,
porém, a principal implicacdo dessa caracteristica marcante ¢ que a sua diversidade em
reconhecimento ¢ limitada. Suas células de defesa sdo estimuladas a partir d¢ PAMP’s ou
DAMP’s, se encontrando em tecidos periféricos, nas portas de entrada para combater os
agentes infecciosos, como a pele e mucosas (bucal, nasal, geniturindria). Pode-se dizer que os
principais constituintes da imunidade inata s3o as barreiras fisicas e quimicas, os neutrofilos,
células fagocitarias e células matadoras naturais (natural killer’s; NK’s), além das proteinas
plasmaticas (incluindo fragdes do sistema de complemento e outros mediadores inflamatorios)
(ABBAS, 2008; SELL, 2001).

Por sua vez, a imunidade adaptativa possui como principal caracteristica a adaptagdo a
presenca de um antigeno, sendo moldada a medida que o individuo evolui e ¢ exposto aos
mais diferentes tipos de agentes. Suas células possuem receptores individualizados, gerando
uma especificidade muito fina para reconhecer epitopos especificos nos antigenos. Importante
dizer também que, uma vez que a sua diversidade de receptores ¢ bem extensa, seu
reconhecimento ¢ igualmente grande, promovendo imunidade para uma infinidade de agentes
de longa duracao (formacdo de “memoria” imunologica). Os componentes da imunidade
adquirida sdo os linfocitos, que se localizam (em sua maioria) circulando entre os 6rgaos
linfoides, que sdo responsaveis por reproduzir ou armazenar células linfoides, como: bago,
linfonodos, medula 6ssea e placas de Peyer (ABBAS, 2008; MEDZHITOV, 2008; SELL,
2001; VIVIER; MALISSEN, 2005).

Embora didaticamente exista uma separagdo légica entre a imunidade inata e a
adaptativa, ¢ importante entender que ambas atuam de forma integrada. Na presenga de um
estimulo nocivo ao tecido, as células imunes inatas (por exemplo: macrofagos, mondcitos,
neutrdfilos e células dendriticas) sdo ativadas e respondem de forma inespecifica produzindo
mediadores para uma resposta inflamatoria local, atraindo mais fagécitos, como macrofagos,

monocitos, neutrdfilos e células dendriticas. Esses mediadores incluem as citocinas pro-
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inflamatoérias, como o TNF-a, e as interleucinas IL-1B e IL-6. Essas citocinas sinalizam o
prolongamento da resposta inflamatdria e o inicio da resposta imune adquirida através da
atracdo de leucdcitos e linfocitos. A resposta imune adaptativa cria uma memoria
imunologica, onde os linfocitos produzem uma resposta celular e humoral toxica para os
agentes potencialmente prejudiciais, além da producdo de anticorpos contra esses patdgenos
(MEDZHITOV, 2008).

Apos os eventos citados acima, o processo inflamatério geralmente evolui para a
restauracdo da homeostase funcional, classicamente definido como resolucao da inflamacao.
Para que isso ocorra, uma nova cascata de eventos € necessaria, iniciando pela eliminagdo dos
agentes prejudiciais que levaram a inflamagdo, principalmente pela agdo de espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio. Subsequentemente, a sintese de mediadores pro-inflamatorios ¢
suspensa ¢ aqueles remanescentes sdo catabolizados, interrompendo o recrutamento de
leucdcitos e a formacdo do edema. Em contrapartida, esses eventos sdo contrabalanceados
pela liberagdo concomitante de "sinais de parada", que servem para moderar a gravidade da
inflamagao, caso ela se torne excessiva e cause lesdo do tecido, sendo eles a liberacao de IL-
10, prostaglandina E2 (PGE2) e fatores que controlam a magnitude da resposta dos receptores
TLR e sinalizacdo do fator nuclear kB (nuclear factor kB; NF-kB). Em seguida, independente
se a resposta inflamatoéria foi originada a partir de processos da imunidade inata ou da
adaptativa, as cé€lulas imunes sdo eliminadas do tecido lesado, seja por apoptose, através da
reentrada na circulacdo sistémica, ou por drenagem linfatica (FULLERTON; GILROY,
2016).

Ademais, existem outras vias que respondem aos processos inflamatérios, de forma a
contribuir na resolugdo e retorno da homeostase. Sdo exemplos desse balanco anti-
inflamatorio as vias neuroendodcrinas, tais como o eixo hipotdlamo-pituitaria-adrenal (HPA),
através da liberacdo de glicocorticoides (cortisol em humanos ou corticosterona em roedores)
e do sistema nervoso autonomo simpdatico e parassimpatico, por meio do nervo vago e da
acetilcolina (LEITE et al., 2016; PAVLOV; TRACEY, 2004).

Em situacdes de estresse ou de inflamacao, a ativagdo do eixo HPA induz a producao
pelo hipotalamo do hormoénio liberador de corticotrofina (corticotropin-releasing hormone;
CRH), que por sua vez, estimula na pituitaria‘hipofise a sintese do hormonio
adrenocorticotrofico (Adrenocorticotropic hormone; ACTH). O ACTH ¢ liberado na corrente
sanguinea, se ligando a receptores presentes nas células adrenocorticais presentes nas

glandulas suprarrenais, estimulando a sintese de cortisol/corticosterona a partir de moléculas
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de colesterol. Uma vez na corrente sanguinea, o cortisol/corticosterona tem um papel
importante no controle da inflamagdo, atuando em diversos niveis. Por exemplo, durante a
inflamac¢ao, o cortisol/corticosterona inibe a transcricdo do NF-kB, que ¢ um complexo
proteico fundamental na sintese de citocinas pro-inflamatodrias, além de inibicdo de outros
fatores dentro dessa via, como a proteina ativadora 1 (Activator protein 1; AP-1) e o fator
regulador de interferon 3 (interferon-regulatory factor 3; IRF3). Ainda, os glicocorticoides
sdo responsaveis por: ativar genes que codificam a expressao de inibidores da via dos
receptores foll; inibir a produgdo de eicosanoides e bradicinina, o que diminui a vasodilatagao
e a permeabilidade no local da inflamagdo; inibir a transcri¢do endotelial de integrinas; e
promover uma downregulation de citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias. Além disso, na
fase de resolugdo, os glicocorticoides estimulam os macréfagos a produzirem mediadores
anti-inflamatérios, como a IL-10 e o fator de transformacdo do crescimento beta
(transforming growth factor beta; TGF-p). Portanto, em vista de todos esses efeitos, pode-se
dizer que o resultado final da atuag¢do dos glicocorticoides ¢ uma agdo anti-inflamatoria, no
auxilio de retorno a homeostase (CAIN; CIDLOWSKI, 2017).

A acdo anti-inflamatéria da via colinérgica ¢ exercida através da acetilcolina (ACh),
que se liga a células imunes ativadas, tais como macrofagos e microglia, pela interagdo com o
receptor nicotinico a7. A ativacao desse receptor leva a estimulacao da via Jak/STAT3 (sinal
transdutor e ativador da transcri¢ao génica) que suprime a ativagao dos receptores do tipo toll,
que uma vez estimulados, por exemplo pelo LPS, levam a ativagdo do NFxB, que ¢
responsavel pela transcricdo de mediadores inflamatorios. Dessa forma, a via colinérgica tem
como resultado final uma acdo anti-inflamatoria, para regresso a uma situagdo de equilibrio

(LEITE et al., 2016).

3.2 Neuroinflamacao

Esta bem estabelecido na literatura que inflamagodes sistémicas podem desencadear
processos neuroinflamatérios (LEITE et al., 2016). As vias pelas quais uma inflamagao
sistémica pode influenciar a nivel central sdo diversas, no entanto, as principais estdo
relacionadas a BHE. Mesmo em situacdes fisiologicas, ¢ conhecido que algumas citocinas,
incluindo a IL-1, IL-6 e o TNF-a, podem atravessar a BHE, proporcionando assim uma
ligacdo direta entre os mediadores inflamatorios da periferia e o sistema nervoso central.

Assim, uma alta liberagdo dessas citocinas em uma inflamagao sistémica pode influenciar no
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estado neuroimune, desencadeando uma inflamacao central (ERICKSON; DOHI; BANKS,
2012; QUAN, 2008).

Além disso, durante uma inflamagdo sistémica, uma alta liberacdo de citocinas pode
ter efeitos nas células endoteliais da BHE, levando a modulagdo dos aspectos restritivos dessa
barreira. Esses efeitos incluem alteragdes do citoesqueleto de actina e na expressao de zonas
de oclusdo, permitindo uma maior entrada de mediadores inflamatérios por vias trans e
paracelulares. Por fim, as proprias células endoteliais da BHE podem ser ativadas por
citocinas circulantes, causando secre¢do de mediadores inflamatorios, incluindo citocinas no
parénquima encefalico (ERICKSON; DOHI; BANKS, 2012; QUAN, 2008).

Os eventos que ocorrem na sequéncia da entrada de mediadores inflamatérios ao
encéfalo estdo relacionados a ativacdo microglial. As células microgliais alteram o seu
fenotipo, saindo de um estado de repouso (morfologia ramificada) para um pré-inflamatorio
(morfologia ameboide), sendo, a partir desse processo, aptas a realizar fagocitose e
apresentacao de antigenos, além de liberar varios mediadores (incluindo IL1-B, IL-6, TNF-a e
ERO’s), contribuindo assim para o desenvolvimento e modulagdo da resposta inflamatoria no
encéfalo (LAFRANCE et al., 2010). Além da micréglia, outras células componentes da glia,
como os astrocitos e oligodendrocitos também secretam moduladores inflamatorios durante
esse processo, auxiliando no estimulo de desencadeamento para um estado neuroinflamatério
(CORREALE; VILLA, 2004).

A micréglia pode ser ativada na presenca de patdgenos, dano tecidual, neurotoxinas,
infeccdo, lesdo ou mesmo em uma situagdo de estimulagdo anormal, como a que ocorre
durante uma inflamacgao sistémica exacerbada. No entanto, altas concentragdes de mediadores
pro-inflamatorios liberados pela micréoglia ativada podem proporcionar danos as células
encefalicas, através da fagocitose ou estimulagdo apoptotica de outros neurdnios. Nessas
situagdes, a neurotoxicidade promovida pela microglia ativada, pode ndo apenas causar danos
a curto prazo que seriam reversiveis, mas também levando a efeitos prejudiciais e persistentes.
Em termos de neuroinflamacao cronica, essas células podem permanecer ativadas por longos
periodos, liberando citocinas e moléculas neurotoxicas que contribuem para processos
neurodegenerativos a longo prazo (SHABAB et al., 2017).

Neste contexto, estudos utilizando a tomografia por emissdo de positrons (Positron
emission tomography; PET), avaliacao do liquido cefalorraquidiano ou exames post-mortem,
indicam evidéncias de que diversos transtornos mentais estejam relacionados a estados

neuroinflamatdrios, dentre estes, deméncia e déficits cognitivos (FAN et al, 2017;
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HAMELIN et al., 2016; ZHANG, 2015), ataques epilépticos (PETIT-PEDROL et al., 2014),
esquizofrenia (BLOOMFIELD et al., 2016; COUGHLIN et al., 2016; TAKANO et al., 2010),
depressao (LI; SAGAR; KERI, 2018a, 2018b), autismo (LEE et al., 2017, MORGAN et al.,
2014; TETREAULT et al., 2012), Alzheimer (SURIDJAN et al., 2015) e estresse (BAKER et
al., 2001). Embora existam solidas evidéncias de que esses transtornos mentais sejam
causados por mecanismos fisiopatoldgicos comuns de desregulagdo neuroimune, ndo se sabe
ainda o motivo pelo qual a inflamagao central evolui para tantos fenotipos distintos. Ademais,
nao se sabe de que forma ela ocorre e quais os fatores envolvidos para a sua vulnerabilidade,
seja para o desenvolvimento de doencgas neurologicas (Alzheimer, deméncia e ataques
epilépticos) ou psiquiatricas (esquizofrenia, depressdo, autismo e estresse).

Recentemente, diversos estudos vém sendo realizados para entender os fatores que
aumentam a possibilidade do desenvolvimento de neuroinflamagao, e, consequentemente, de
transtornos mentais. Dentro destes, a obesidade materna durante as fases iniciais da vida
(gestagdo e lactacdo) figura como uma “ponte” entre alteracdes neuroimunes na prole e a
evolucdo ao longo da vida para algum fenotipo de doenca neuroldgica ou psiquidtrica
(CIRULLI; MUSILLO; BERRY, 2020; CORDNER et al., 2019; FISCH et al., 2019; GRAF
et al., 2016).

3.3 Dieta materna e neuroinflamacio da prole

Uma alimentac¢do equilibrada, com absor¢cdo de diversos nutrientes em quantidades
adequadas, ¢ um elemento fundamental durante a fase de desenvolvimento na primeira
infancia. Os periodos de gravidez, lactag@o e inicio da infancia sd3o considerados cruciais na
formagdo do encéfalo, sendo a base da formacao cognitiva, motora, social € emocional. Dessa
forma, uma alimentacdo materna balanceada de forma quantitativa e qualitativa, ¢ necessaria
para a obtencdo de um estado nutricional adequado e para o completo desenvolvimento fisico,
emocional e cognitivo da prole (MORGANE et al., 1993; PRADO; DEWEY, 2014).

Embora hoje tenha-se o conhecimento da importancia da alimentacao para promogao
da saude, as taxas de sobrepeso e obesidade no mundo vém apresentando resultados na
contramdo. Estima-se que aproximadamente 1,9 bilhdo de adultos maiores de 18 anos
apresentem algum grau de sobrepeso/obesidade. Ja entre as mulheres em idade fértil (18-35
anos), 15% da populacdo mundial estd nessa condi¢do, sendo que, nos paises da América

Latina, essa situacdo se torna mais grave, onde os indices sobem para 50% de mulheres
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obesas/sobrepeso dentro dessa faixa etaria. Ainda ¢ importante ressaltar que criancas e
adolescentes (5-18 anos) também se enquadram nesta classificacdo, cerca de 340 milhdes em
todo o mundo estdo com algum grau de obesidade ou com sobrepeso, o que pode estar
relacionado a alimentagio materna (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2017, 2016).

Em paralelo ao crescimento epidémico da obesidade, também vem sendo observado
mundialmente o aumento no desenvolvimento de transtornos mentais (COLLABORATORS,
2018). Estima-se que 10% da populacdo possua algum tipo de transtorno mental, um indice
que foi avaliado em 195 paises ao redor do mundo (COLLABORATORS, 2018; VIGO;
THORNICROFT; ATUN, 2016). Alinhando essas duas vertentes epidémicas, ou seja, de
aumento da obesidade e do crescimento de transtornos mentais, a obesidade materna durante
as fases de gestacdo e lactacdo aparece como uma possivel fonte desencadeadora. Estudos
epidemioldgicos apontam para uma relacdo direta entre obesidade materna e um risco
aumentado de desenvolvimento na prole de ansiedade e depressio (MINA et al., 2017),
autismo (LI et al., 2016), dificuldade em externalizar problemas (MINA et al., 2017; VAN
LIESHOUT; ROBINSON; BOYLE, 2013), esquizofrenia (KHANDAKER; DIBBEN;
JONES, 2012; MACKAY et al., 2017), transtorno do déficit de atencdo e hiperatividade
(ROBINSON et al., 2020) e problemas cognitivos (KRZECZKOWSKI et al., 2018).

Como citado anteriormente, um dos mecanismos propostos para a propagagdao de
transtornos mentais na prole de maes obesas, pode envolver alteragdes imunes que culminam
com a inducdo de neuroinflamagdo (CIRULLI; MUSILLO; BERRY, 2020). Entretanto, para
que ocorra um estado neuroinflamatorio na prole, € necessario, primeiramente, a participacao
da mae neste processo. A seguir, serdo apresentados os possiveis mecanismos pelos quais
ocorre a partir da mae, a transferéncia de mediadores inflamatérios para a prole em formagao.
Posteriormente, serdo elucidados os impactos da neuroinflamagdo durante a vida desses
individuos.

Uma das principais consequéncias da obesidade ¢ o acumulo de tecido adiposo, que ¢
decorrente de um aumento constante da energia diaria ingerida em relagdao ao gasto energético
(MORGEN; SORENSEN, 2014). Dessa forma, a constante expansao (hiperplasia) e aumento
de tamanho (hipertrofia) dos adipdcitos, principais componentes do tecido adiposo, promove
inflamacao local, através da alteracdo fenotipica dos macrofagos para um estado pro-
inflamatoério e infiltragdo de células imunes no tecido. Este processo inflamatorio observado
nos adipocitos de individuos obesos tem a caracteristica de ser de baixo grau e estar

constantemente presente (SCHEJA; HEEREN, 2019). Essa alteragdo também pode ocorrer
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com maes obesas durante as fases de gestacdo e lactagdo, com aumento da ativagdo de
macrofagos e producdo de citocinas no tecido adiposo, que por sua vez podem atingir a
corrente sanguinea materna (BROADNEY et al., 2017; ELFEKY et al., 2017; PANAGOS et
al., 2016).

Durante a gestacdo, dois mecanismos explicam a relagdo entre obesidade materna e
inflamacdo na prole, e ambos envolvem a placenta. O primeiro esta relacionado as vias
STAT3 e p38-MAPK. A fosforilagdo de p38-MAPK em residuos especificos de treonina e
tirosina, ativa fatores de transcri¢do como c-fos, c-jun e ATF, regulando a expressao de genes
pro-inflamatérios na célula (WHITMARSH, 2010). De forma semelhante, a via STAT3
também pode regular a expressdo de genes inflamatorios direta ou indiretamente (LEVY;
LEE, 2002). Em conjunto, ambas as vias citadas demonstraram estarem ativadas nas placentas
de maes obesas (AYE et al., 2014; ROBERTS et al.,, 2011; SABEN et al., 2013).
Adicionalmente, o aumento na expressao de outras vias inflamatorias foi relatado em maes
obesas, como o aumento da ativacdo de NF-kB e FOXO4 nuclear, que foi significativamente
associado com a ativagdo de JNK e estresse oxidativo nas placentas. E importante ressaltar
que essa modulagdo inflamatdria na placenta materna pode alterar a regulagdo do transporte
de nutrientes, com aumento no aporte de aminoacidos e acidos graxos para o feto, este tltimo,
ainda, com atividade pro-inflamatoria pela promocao da elevagdo de adiposidade na prole
(AYE; JANSSON; POWELL, 2015; CALABUIG-NAVARRO et al., 2017).

O segundo mecanismo durante a fase de gestagao esta relacionado ao metabolismo dos
acidos graxos, que podem se acumular e comprometer o funcionamento da placenta. As
placentas de maes obesas t€ém uma quantidade maior de lipidios armazenados, o que
possivelmente esta relacionado a uma regulagdo positiva de PPARy, um fator de transcri¢ao
ativado por lipidios que regula a expressdo de genes de esterificagdo e armazenamento de
gorduras (CALABUIG-NAVARRO et al., 2017; HIRSCHMUGL et al., 2016; SABEN et al.,
2013). Devido a grande quantidade de acidos graxos disponiveis na corrente sanguinea,
provenientes principalmente da dieta materna (mas também em alguns casos devido a
resisténcia a insulina e aumento da lipolise) (CALABUIG-NAVARRO et al., 2017), ha uma
ativacdo da via PPARY, que estimula a transcri¢do de genes chaves (DGATI1, SCDI1 e ACC)
envolvidos na esterificacdo e armazenamento de lipidios (SCHAIFF et al., 2005). Além disso,
ha uma mudanca em genes que influenciam etapas determinantes na oxidacdo de acidos
graxos, como o CPT1 e o PPARa, que tém sua expressao reduzida na placenta de maes obesas

(CALABUIG-NAVARRO et al.,, 2017, VISIEDO et al., 2013). Essas alteragdes no
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metabolismo dos acidos graxos placentarios pode ser um mecanismo compensatdrio para a
mae impedir que uma grande quantidade de lipidios chegue ao feto, proporcionando maior
armazenamento destes na placenta (CALABUIG-NAVARRO et al., 2017), mesmo que, em
alguns casos, essa passagem para a prole ocorra (AYE; JANSSON; POWELL, 2015). Porém,
como consequéncia desse armazenamento lipidico, ocorre também um aumento na producao
de radicais livres pela degradacdo dos acidos graxos disponiveis, que por sua vez, podem
levar a inflamagdo local, levando mais uma vez a passagem de mediadores para o feto
(CALABUIG-NAVARRO et al., 2017).

Estudos com roedores vém consistentemente reportando essas interacdes entre a mae
obesa e problemas na placenta durante a fase de gestagcdo. Reynolds et al. (2015) usaram ratas
Sprague Dawley tratadas durante a gravidez com dieta hiperlipidica e encontraram um
aumento TNF-a no sangue e na placenta materna. Ademais, os autores desse estudo ainda
demostraram: acumulo de lipidios na placenta; maior expressao de GLUT1, GLUT4, SNAT2
e SNAT4, que podem causar alteragdes no crescimento e desenvolvimento da prole, por
serem importantes transportadores de glicose (GLUT1 e GLUT 4) e aminoacidos (SNAT2 e
SNAT4). Resultados semelhantes foram encontrados por Louwagie et al. (2018), onde as
maes tratadas com dieta hiperlipidica durante a gestagdo apresentaram: niveis mais elevados
de triglicerideos e acidos graxos no sangue; maior expressao dos transportadores GLUTI e
acumulo de lipideos na placenta; além de niveis mais elevados de TNF-a placentario. Leirds
et al. (2018) também encontraram nas placentas de maes obesas e no figado da prole um
aumento nos marcadores CD11b e ¢-Kit"/CD45", que podem estar relacionados a inflamagéo
sistémica e ao comprometimento dos sistemas hematopoiéticos dos filhotes, respectivamente.

Diferentemente, durante a lactacdo, os mecanismos para a promog¢ao de um estado
inflamatorio na prole a partir da mae obesa envolvem o leite materno. Os lipidios sdo o
segundo macronutriente mais comum no leite humano e estdo presentes principalmente na
forma de acidos graxos, contribuindo com mais da metade do valor caldrico total (SOSA-
CASTILLO; RODRIGUEZ-CRUZ; MOLTO-PUIGMARTI, 2017). Esses acidos graxos do
leite materno sdo produzidos diretamente a partir da sintese na glandula mamaria (4cidos
graxos com cadeia de carbono até C14:0) ou obtidos diretamente através da dieta (maior que
C14:0) (SOSA-CASTILLO; RODRIGUEZ-CRUZ; MOLTO-PUIGMARTI, 2017). Vérios
estudos demonstram que a dieta materna pode influenciar tanto na sintese direta nas glandulas
mamarias, quanto na utilizacdo de 4cidos graxos sistémicos para incorporacdo ao leite

materno, podendo apresentar alteracdes em sua composi¢ao (incorporagdo de até¢ 30% a mais
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dos acidos graxos totais) dentro de 8 a 10 horas apds a ingestdo de uma refei¢do hiperlipidica
(ELLSWORTH et al., 2020; GARCIA-RAVELO et al., 2018; SOSA-CASTILLO;
RODRIGUEZ-CRUZ; MOLTO-PUIGMARTI, 2017; WU et al., 2018). Destaca-se que, uma
maior presenca de acidos graxos saturados no leite materno, ou uma alta propor¢do entre
acidos linoleico e linolénico (n:6/n:3), confere ao leite uma caracteristica pro-inflamatéria. A
oferta desse tipo de alimentagdo a prole lactente pode gerar disfungdes metabdlicas, aumento
da adiposidade, e, consequentemente, levar a inflamacao nos filhotes (DE LA GARZA
PUENTES et al., 2019; PANAGOS et al., 2016).

Apesar de poucos estudos dentro dessa temdtica em humanos, uma outra forma da mae
influenciar no estado inflamatoério da prole durante a lactagdo seria através da passagem direta
de mediadores no leite materno. Como exemplo, Saso et al. (2019) relataram aumento de
varias citocinas no leite materno (TNF-a, IFNy, IL-1B, IL-2, IL-4 e IL-6) de maes lactantes
que possuiam peso corporal elevado. Whitaker et al. (2017) encontraram uma correlagdo entre
mulheres obesas e a presenca de proteina C reativa (PCR) no leite materno. Nao se sabe se a
PCR pode sobreviver a digestio nos neonatos, no entanto, nesse caso, a mesma poderia
promover um desequilibrio na microbiota intestinal, alterando a absorcao intestinal e levando
a distarbios metabdlicos que poderiam promover estados pro-inflamatérios (GERARD, 2016;
WHITAKER et al., 2017).

Portanto, em conjunto, a obesidade materna durante as fases de gestacdo e lactagao
pode promover a passagem de mediadores ou mesmo alterar a composicdo dos
macronutrientes (principalmente aumentando a concentracdo de 4cidos graxos) que sdo
passados para a prole, influenciando em um estado pro-inflamatorio sist€émico nos
descendentes. E importante ressaltar que, individuos nas primeiras fases da vida (feto ou
recém-nascido) ndo possuem uma BHE totalmente desenvolvida, levando ao aumento na
propor¢do da passagem de moléculas efetoras (como citocinas e outros agentes pro-
inflamatoérios) e de substancias neurotoxicas (AFROZ; ALVINA, 2019; MILLER et al., 2016;
SAUNDERS et al., 2014). Isso indica que h4d uma relagdo mais forte entre inflamacao
sistétmica e neuroinflamag¢do durante essas fases, o que pode afetar algumas fungdes
encefélicas que estdo em um periodo de pleno desenvolvimento (NAJJAR et al., 2013).

Em humanos, sdo considerados etapas vulneraveis do neurodesenvolvimento as fases
uterina, neonatal e os primeiros anos de vida, enquanto em roedores os periodos em que o
encéfalo ¢ mais susceptivel a insultos compreendem as trés semanas pré-natal e as duas

primeiras poés-natal (RICE; BARONE JR, 2000). Dentre esses insultos, destaca-se a ativacao
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imune, que pode ser atingida de diversas formas, como através da dieta materna, como citado
anteriormente (SOCH; SPENCER, 2020; SPENCER, 2017). A ativa¢do microglial
exacerbada e altos niveis de citocinas podem desempenhar um papel na limitacdo da
plasticidade e no comprometimento de varias etapas da formacgdo encefalica durante esses
periodos. Por exemplo, pode-se citar problemas nas fases de proliferacdo, migra¢do neuronal
e crescimento de axdnios, mielinizagdo, sinaptogénese e apoptose. E necessario destacar que
ao alterar alguma (ou muitas) dessas etapas, a ativagdo microglial exacerbada e,
consequentemente, um estado neuroinflamatério, pode levar a consequéncias irreversiveis no
comportamento ao longo da vida da prole (GRAHAM et al.,, 2018; HE et al., 2005;
RUDOLPH et al., 2018; TCHESSALOVA; POSILLICO; TRONSON, 2018).

Confirmando essas afirmagdes, estudos com roedores reportam a relagdo entre a
obesidade materna com a neuroinflama¢do e mudangas de comportamento na prole ao longo
da vida. Ja foram observadas elevagdes de marcadores inflamatorios principalmente no
hipocampo (GRAF et al., 2016; LIU et al., 2020; TEO; MORRIS; JONES, 2017; WINTHER
et al., 2018) hipotalamo (LEMES et al., 2018; ORNELLAS et al., 2016) e amigdala (SASAKI
et al., 2013; SMITH et al., 2020) dos filhotes oriundos de maes com dieta hiperlipidica. Esses
achados foram relacionados a problemas de memoria e aprendizagem, por meio dos testes de
reconhecimento de objetos e dos labirintos de Barnes e em Y (CORDNER et al., 2019; GRAF
etal., 2016; MUCELLINI et al., 2019; PASE et al., 2017); altos niveis de comportamento tipo
ansioso, avaliados por meio de vocalizagdo ultrassonica e dos testes de labirinto em cruz
elevado e campo aberto (ABUAISH; SPINIELI; MCGOWAN, 2018; GLENDINING;
FISHER; JASONI, 2018; SASAKI et al., 2013; WINTHER et al., 2018); além de compulsao
alimentar (ORNELLAS et al., 2016).

Diante desse cendrio, fica evidente a necessidade da criacdo de estratégias que possam
ser utilizadas como intervengdes a serem feitas durante as fases iniciais da vida (gestacdo e/ou
lactagdo) que possam melhorar ou prevenir alteragcdes neuroimunes provocadas pela dieta
materna (HOFFMAN; REYNOLDS; HARDY, 2017; SOCH; SPENCER, 2020). O pré-
condicionamento ou tolerancia ao LPS surge como uma alternativa para modulagio
neuroimune e em estudos de intervencdo. Ao utilizar a tolerancia ao LPS, hd um processo de
protecao ou atenuagdo as respostas inflamatorias promovidas por aplicagdes subsequentes, ou
seja, ha um efeito de hiporresponsividade, que pode ser utilizado, inclusive, para a

supressdo/atenuacdo da reposta a outros agentes inflamatorios (BAKUNINA; PARIANTE;
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ZUNSZAIN, 2015; SEELEY; GHOSH, 2017; SPENCER; FIELD; PITTMAN, 2010). Isto

posto, as caracteristicas do LPS e o seu efeito de tolerancia serdo discutidos na préxima se¢ao.

3.4 Lipopolissacarideo

Os lipolissacarideos ou lipoglicanos s3o classificados como endotoxinas e sio
componentes estruturais da membrana de bactérias gram-negativas, possuindo fundamental
importancia para sua morfologia e funcao (BATINIC et al., 2016; TEO; MORRIS; JONES,
2017). Estruturalmente, o LPS apresenta uma ligacdo covalente entre uma bicamada de agtcar
(hidrofilica) e outra de lipideos (hidrofobica), sendo esta ultima a responsavel pela agdo
antigénica do mesmo, através da ativacdo dos receptores TLR4, que estdo envolvidos em
respostas inflamatorias no hospedeiro (RAETZ; WHITFIELD, 2002).

Apbds a ativagdo dos receptores TLR4 pela ligagdo do LPS, esses podem estimular
inimeras vias de sinalizagdo, como as proteino-quinases ativadas por mitogenos (MAPK), a
AP-1, o transdutor de sinal e ativador da transcrigdo 1 (STAT-1), e o IRF3, além da via do
NF-kB, que ¢ considerada umas das principais na mediacdo inflamatéria (AKIRA;
UEMATSU; TAKEUCHI, 2006) e sera descrita de forma mais especifica a seguir.

A ligacdo do LPS nos TLR4 promove o recrutamento de uma proteina adaptadora, a
MyD88, mediante a agdo da cinase associada ao receptor do IL-1 (/L-1R-associated kinase;
IRAK). Em seguida, ocorre uma autofosforilagdo do IRAK que se dissocia do complexo e
interage com o TRAF-6 (necrosis factor receptor associated factor 6). A partir do TRAF-6
ocorre a ativagdo da via do NF-kB, através da fosforilacdo das proteinas IkB por cinases
especificas (IkB kinase; IKK) (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006). O NF-kB entado se
desloca para o nucleo, onde promove a transcricdo de inimeros genes que atuam na expressao
de mediadores inflamatdrios, como as citocinas pro-inflamatorias IL-1, IL-6, TNF-a, dentre
outras (RAETZ; WHITFIELD, 2002).

A aplicagdo de LPS sistémico, na maioria das vezes por via intraperitoneal, vem sendo
utilizada para mimetizar os processos inflamatorios de algumas doencgas, com inducao de
inflamacgao sistémica ¢ de neuroinflamagdo (MWANZA et al., 2002). O baixo custo de
aquisi¢do dessa endotoxina e a sua alta efetividade na indu¢do tanto da inflamagdo na
periferia, como também a nivel central, coloca o modelo de LPS como uma alternativa em

estudos que necessitem da modulagao do sistema imune.
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Como exemplo, os efeitos da aplicagdo de LPS (0,25 mg.kg!) intraperitoneal em ratas
Sprague-Dawley durante o 15° dia gestacional — processo conhecido também como ativacdo
imune materna — promoveu aumento nos niveis das citocinas IL-1B3, IL-6 e TNFa no sangue
materno, liquido amnioético e no encéfalo da prole apds apenas 4 horas da aplicagdo. Além
disso, na adolescéncia da prole, foi observado diminui¢cdo da interacdo social e da exploracao
no campo aberto (OSKVIG et al.,, 2012). De forma semelhante, ratas Wistar gestantes
receberam a aplicagdo de LPS (0,25 mg.kg™') intraperitoneal também no 15° dia gestacional.
Foram encontrados aumento nos marcadores do estresse oxidativo (malondialdeido e proteina
carbonilada) e citocinas pro-inflamatérias (IL-18, IL-6 ¢ TNFa) no liquido amnidtico € no
encéfalo da prole, poucas horas apos a administragdo. Na prole adulta, foi observado prejuizos
na memoria através do teste de reconhecimento de objetos (SIMOES et al., 2018). Esses
resultados da literatura indicam que a aplicagdo de LPS intraperitoneal durante a gestagdo
pode induzir neuroinflamagdo na prole, fato que, provavelmente, ¢ o fator desencadeador das
alteragdes comportamentais observadas durante a vida (OSKVIG et al., 2012; SIMOES et al.,
2018).

Entretanto, recentemente, estudos vém trazendo uma nova abordagem para a aplicacdo
experimental de LPS. A reexposi¢do ao LPS por mais de uma aplicacdo pode reduzir a
pirogenicidade dessa endotoxina, enquanto reexposicoes repetidas demonstraram maior efeito
de tolerizacdao, com inducao de hiporresponsividade inflamatéria, podendo perdurar o efeito
por semanas (SEELEY; GHOSH, 2017). E interessante notar que esse efeito apresenta-se
conservado na maioria das espécies de mamiferos, tendo sido reportado em roedores
(BAKUNINA; PARIANTE; ZUNSZAIN, 2015; BANASIKOWSKI et al., 2015; SPENCER;
FIELD; PITTMAN, 2010), primatas (KAMPERSCHROER et al., 2019) e humanos (DE VOS
et al., 2009; DRAISMA et al., 2009).

Em rela¢do ao mecanismo pelo qual ocorre essa modulagdo da resposta inflamatoria
ocorre, estudos anteriores demonstraram que a reexposi¢ao ao LPS promoveu: redugdo na
expressao celular de TLR4 e na associagdo entre MyD88-TLR4 (CHANG et al., 2014; LAJQI
et al., 2019); diminuigdo na atividade da cinase associada ao IRAK; reducdo na fosforilagao
das cinases p38 e JNK (c-Jun amino-terminal kinase) (STARK et al., 2016), além da
regulacdo negativa na expressdao do NFkB (STARK et al., 2016; YU et al., 2018). Todos esses
fatores sdo elementos chave na cascata da resposta inflamatoria que culmina com a liberagao
de citocinas proé-inflamatorias, portanto, a tolerancia ao LPS pode ter como efeito final uma

reducdo na inflamagdo. Adicionalmente, outros estudos evidenciaram aumento na
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concentragdo de IL-10, uma citocina anti-inflamatoéria, quando o LPS era administrado
repetidas vezes em roedores (BISWAS; LOPEZ-COLLAZO, 2009; HOBBS et al., 2018;
LEITE et al., 2016; LIU et al., 2017; VERGADI; VAPORIDI; TSATSANIS, 2018). Esse fato
pode ser explicado através da regulagdo negativa tardia de genes associados a expressao dessa
citocina, como 0 microRNA-98 (miR-98) e o microRNA-21 (miR-21) (JI et al., 2018; LIU et
al., 2011; NAHID et al., 2013; SHEEDY, 2015; SHEEDY et al., 2010).

O mais interessante do efeito de tolerancia ao LPS ¢ que essa abordagem nao s6 leva a
uma hiperresponsividade duradoura a reexposicdo a essa endotoxina, como também parece
promover um efeito protetor no comportamento de roedores (BAKUNINA; PARIANTE;
ZUNSZAIN, 2015; BANASIKOWSKI et al., 2015; SEELEY; GHOSH, 2017; SPENCER;
FIELD; PITTMAN, 2010). No trabalho de Banasikowski et al. (2015) baixas doses de LPS
demonstraram efeito tipo-ansiogénico no teste claro-escuro. No entanto, a reexposi¢do a essa
endotoxina promoveu um efeito de tolerancia e diminuiu a ansiedade dos roedores nesse teste,
de uma forma dependente da dose e proporcional ao tempo de exposi¢cdo. Em outro estudo, a
aplicacdo de LPS (0,3mgkg™!) nos dias gestacionais 16 e 17, promoveu na prole adulta
(fémeas) protecdo na memoria espacial, avaliada através do labirinto aquatico de Morris
(CHLODZINSKA et al., 2011).

Por fim, uma ultima e importante aplicabilidade da tolerancia ao LPS deve ser
ressaltada, o efeito de tolerdncia cruzada a outros agentes inflamatérios. Alguns estudos
demonstraram esse efeito obtido da reexposi¢do ao LPS em associagdo com varios outros
agentes pro-inflamatdrios, tais como: reducdo da inflamagdo contra crises epilépticas
induzidas por choque eletroconvulsivo (AMINI et al., 2018); lesdo de isquemia-reperfusdao
renal (HE et al., 2014; WANG et al., 2018); inflamagdo alérgica das vias a¢reas (KUMAR;
ADHIKARI, 2017); e lesdes traumadticas encefalicas (TURNER et al., 2017). Os resultados
desses estudos indicam que a tolerdncia ao LPS pode promover um efeito de
hiporresponsividade a outros agentes também, ndo somente a sua propria reexposicao,
possuindo potencial para ser empregado na intervencdo ou na prevencao de processos
inflamatorios.

Dentro da temética do presente trabalho, um Unico estudo na literatura utilizou o LPS
para promover um efeito de tolerancia a dieta materna hiperlipidica. Huang et al. (2015)
administraram dieta hiperlipidica (do 1° dia pré-natal ao 21° dia pds-natal) e LPS (no 8°, 10° e
12° dias pré-natal; dose de 0,4 mgkg"! por dia) em ratas, e avaliaram na prole adulta o perfil

inflamatorio, a morfologia celular e a expressdo de proteinas relacionadas a cogni¢do no
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hipocampo. A prole das maes que receberam ambos os tratamentos (dieta hiperlipidica e LPS)
apresentou células hipocampais com nucleo, membranas ¢ cromatina sem alteragdes, bem
como o perfil inflamatério semelhante ao grupo controle, enquanto nos animais que as maes
tiveram somente um dos tratamentos (LPS ou dieta hiperlipidica isolados) modificacdes
morfologicas (neurdnios degenerados, desarranjados ou com alteragdes nos nucleos e
cromatina) e o aumento de IL-6 ¢ TNF-a hipocampais foram observados. Huang et al. (2015)
também demonstraram que o modelo citado pode alterar a expressdo de proteinas
relacionadas ao estado cognitivo. A expressdo da proteina acida fibrilar glial (GFAP) e da
proteina Tau estavam diminuidas no hipocampo dos animais que as maes receberam os dois
tratamentos em conjunto (dieta hiperlipidica e LPS), fato ndo observado quando os
tratamentos eram isolados.

Dentro do contexto apresentado, os capitulos a seguir irdo abordar os efeitos
promovidos na prole pela reexposi¢do ao LPS durante a gestagdo de ratas-maes que
receberam dieta hiperlipidica durante as fases de gestacdo e lactagdo. No primeiro capitulo
serda dado foco ao perfil inflamatério e estado redox das estruturas encefalicas do cortex pré-
frontal e do hipocampo, além da avaliagdo da memoria de objetos de curto e longo prazo da
prole na adolescéncia. No segundo capitulo, as analises de citocinas e o estado redox serdo
apresentados para a regido da amigdala, bem como a concentracdo de corticosterona

plasmatica e avaliagdo de comportamentos do tipo-ansiedade na prole.
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CAPITULO 1

A tolerancia ao LPS aumenta a IL-10 hipocampal e evita a perda de memédria de curto
prazo na prole de machos adolescentes de méaes alimentadas com dieta hiperlipidica
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1 INTRODUCAO

Os periodos de gestacdo e lactacdo sdo fundamentais para o desenvolvimento
encefalico da prole (DURAN-CARABALI et al., 2019; FIGUEIRO et al., 2019; STONE et
al., 2019). Em roedores, a neurogénese do cortex cerebral e do hipocampo ocorre entre a
segunda semana do periodo pré-natal e a primeira semana pos-natal (RICE; BARONE JR,
2000; SEMPLE et al.,, 2013). Ademais, essas fases iniciais estdo ligadas ao pico da
gliogénese, ocorrendo um aumento da densidade axonal e dendritica, o que leva a
consolidac¢do do sistema imunoldgico (BOCKHORST et al., 2008; CATALANI et al., 2002;
HOLSAPPLE; WEST; LANDRETH, 2003; SEMPLE et al., 2013). Dessa forma, a gestacao e
a lactagdo sdo consideradas muito sensiveis a agressdes, como dietas desequilibradas e/ou
ativacdo imunoldgica. Dependendo das condi¢cdes e do tempo de exposigdo, tais insultos
podem provocar impactos nos processos cognitivos e de memoria ao longo da vida da prole
(SPENCER, 2017; SPENCER et al., 2017).

Recentemente, as dietas maternas hiperlipidicas vém sendo associadas a alteragdes nos
niveis celulares, estruturais e metabolicos do desenvolvimento encefalico da prole (CIRULLI;
MUSILLO; BERRY, 2020; CORDNER et al., 2019a; FISCH et al., 2019; GRAF et al., 2016).
A nivel celular, ¢ importante ressaltar o processo de neuroinflamagdo, que pode levar a
alteragdes irreversiveis no comportamento (SULLIVAN et al., 2015; THOMPSON et al.,
2018). Varios estudos associam a inflamagdo em regides encefalicas como o hipocampo,
cortex pré-frontal, amigdala e hipotdlamo a disfung¢des na prole relacionadas ao aprendizado,
memoria, ansiedade, e distarbios metabolicos (CORDNER et al., 2019a; DIAS-ROCHA et
al., 2018; GLENDINING; FISHER; JASONI, 2018; GRAF et al., 2016; LEMES et al., 2018).
Destaca-se ainda que, em estudos anteriores, a inflamac¢ao hipocampal da prole de maes com
dieta hiperlipidica levou a prejuizos nos processos cognitivos (CORDNER et al., 2019a) e de
aprendizagem e memoria da prole (GRAF et al., 2016; MINA et al., 2017).

A producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio também figura como uma
alteragdo pertinente a nivel celular encefalico. Alguns trabalhos na literatura demonstraram a
ocorréncia de estresse oxidativo em regides como o hipocampo e o cortex, levando a prejuizos
no comportamento da prole (HATANAKA; WADA; KABUTA, 2016; MACIEL AUGUST et
al., 2020). Além disso, existe uma forte associacao entre o consumo de dietas hiperlipidicas,
estresse oxidativo do hipocampo e prejuizos na memoria de reconhecimento de objetos

(TEIXEIRA et al., 2020; WANG et al., 2020).
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A ativacdo imune materna (AIM) ocorre quando a mae ¢ exposta a uma infeccio
durante a gravidez ou lactacdo, o que pode levar a efeitos prejudiciais na prole (KNUESEL et
al.,, 2014; MEEHAN et al., 2017). Estudos com roedores indicam que quando a AIM ¢
induzida pela aplicagio de LPS também pode induzir neuroinflamacdo e alteragdes
comportamentais (FERNANDEZ DE COSSIO et al., 2017; KENTNER et al., 2016;
LABROUSSE et al., 2018; SPENCER; GALIC; PITTMAN, 2011; STRALEY et al., 2017).
Porém, quando essa ativagdo imune ¢ realizada repetidas vezes e em baixas doses, ocorre um
efeito chamado de tolerancia ou pré-condicionamento ao LPS. Essa tolerancia confere
protecdo contra aplicagdes subsequentes do LPS, ou mesmo uma supressio/atenuagdo da
reposta a outros mediadores inflamatérios (BAKUNINA; PARIANTE; ZUNSZAIN, 2015;
SEELEY; GHOSH, 2017; SPENCER; FIELD; PITTMAN, 2010).

Em seu estudo, Huang et al. (2015) demonstraram que a tolerdncia ao LPS durante a
gravidez pode promover uma resposta imunossupressora na prole, protegendo a mesma contra
a inflamacao hipocampal causada pela dieta hiperlipidica materna. Esse efeito de tolerancia
cruzada do LPS possui potencial para ser utilizado como uma intervengado a ser realizada nas
fases iniciais da vida, de forma a atenuar ou prevenir a inflamacgao causada pela dieta materna
(HOFFMAN; REYNOLDS; HARDY, 2017). No entanto, ainda ndo ha relatos sobre a
verificacdo da tolerancia ao LPS em testes de memoria de animais expostos a dieta
hiperlipidica materna durante a gestagao e a lactacao.

Nesse contexto, este capitulo levanta a hipotese de que a tolerancia ao LPS pode
resultar em uma hiporresponsividade inflamatdria no cortex pré-frontal e no hipocampo da
prole adolescente de maes tratadas com dieta hiperlipidica durante a gestacdo e a lactacao.
Espera-se ainda que a diminuicdo de citocinas pro-inflamatorias (ou aumento das anti-
inflamatorias), bem como a atenuacdo do estresse oxidativo nessas regides encefalicas, possa

levar a um efeito protetor na memoria de curto e longo prazo da prole adolescente.
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2 OBJETIVOS

Avaliar o efeito protetor da tolerancia ao LPS sobre os parametros neuroinflamatorios,
do estado redox e da memoria na prole adolescente de ratas Wistar tratadas com dieta

hiperlipidica durante a gestagdo e a lactacao.

2.1 Objetivos especificos

1. Analisar o perfil inflamatério (citocinas pro e anti-inflamatdrias) no cortex pré-frontal
e hipocampo da prole;

2. Analisar o estado redox (marcadores do estresse oxidativo e da atividade antioxidante)
no cortex pré-frontal e hipocampo da prole;

3. Analisar a concentracao do fator neurotrofico derivado do encéfalo (brain derived
neurotrophic factor - BDNF) no hipocampo;

4. Avaliar o comportamento da prole em relacdo ao teste de reconhecimento de objetos

(variacdes de curto e longo prazo).
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3 METODOLOGIA

3.1 Animais e desenho experimental

Este trabalho foi desenvolvido nos laboratdrios de Nutricdo Experimental (LabNutrex)
e de Inflamagdo e Metabolismo (LIM) da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha
(UFVIM). O manuseio e a eutandsia ocorreram de acordo com os principios €éticos para uso
de animais de laboratorio (CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DE
EXPERIMENTACAO ANIMAL - CONCEA, 2016). O projeto obteve aprovagdo pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA-UFVIM) sob o protocolo 024/17 (ANEXO I).

Foram utilizados 40 ratas fémeas (adultas), 20 ratos machos (adultos) e 240 ratos
(filhotes) da linhagem Wistar (Rattus novergicus), provenientes do LabNutrex/UFVJM. Os
animais foram alojados em gaiolas de polipropileno (41 x 34 x 16 cm) acondicionadas sobre
estantes ventiladas (Alesco®), sob condi¢des padrdes (umidade natural; temperatura de 23°C
+ 2; e ciclo claro/escuro de 12 horas, com inicio do ciclo claro as 6:00 horas da manha).

Inicialmente, as 40 ratas Wistar nuliparas com 80 dias de idade foram colocadas no
inicio do ciclo escuro (19:00 horas) em gaiolas com a presenca de ratos machos Wistar
virgens (80-90 dias de idade) para acasalamento. O esquema de acasalamento foi poligdmico
(1 macho para 2 fémeas). Todos os dias, no inicio do ciclo claro (7:00 horas) era feito o
esfregago vaginal para avaliagdo da presenga de espermatozoides ou do plug na vagina das
ratas. A presenca de um dos dois (plug ou esperma) era considerado como a confirmagao de

copula e indicio do inicio da gravidez (FIGURA 1).
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FIGURA 1 — Presenca de plug vaginal na fémea (A) e lamina de esfregaco contendo
inimeros espermatozoides na objetiva de 20x (B). A presengca do plug ou dos
espermatozoides era considerado como confirmagdo da copula e indicio do inicio da gravidez.
Fonte das imagens: banco de dados do proprio autor.

Com a confirmagdo da cépula, as fémeas eram destinadas ao alojamento isolado nas
gaiolas, sendo definido esse como o dia “zero” da gravidez (GO). A partir do GO as maes
receberam dietas distintas, compondo os grupos:

e Controle — os animais receberam dieta padrio (racio Nuvilab® CR-1) e agua ad

libitum (n = 20);

e Hiperlipidico — os animais receberam dieta padrio (ragdo Nuvilab® CR-1) acrescida de

banha de porco (Sadia®) e agua ad libitum (n = 20).

Para elaboragdo da dieta hiperlipidica, primeiramente era feita a moagem da ragdo
(Nuvilab®), e, apés, era realizada a incorporacdo da banha de porco (Sadia®) derretida. Essa
mistura passava por um misturador automatizado, com o intuito de obter uma dieta
hiperlipidica homogénea e que possuisse 45% de calorias provenientes de gordura, conforme
indicado em estudos anteriores (HASEBE et al., 2019; LIANG et al., 2019). A composi¢ao

quimica e a densidade energética das dietas estdo demonstradas na Tabela 1.
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TABELA 1 — Composicdo quimica e densidade energética da dieta padrdo (ragdo Nuvilab®) e
da dieta hiperlipidica.

Dieta padrao Dieta hiperlipidica
Carboidratos (g.100™) 54,67 45,49
Proteinas (g.100™") 20,73 17,25
Gorduras totais (g.100) 7,25 22,76
Carboidratos (%) 57,00 39,92
Proteinas (%) 24,18 15,13
Gorduras totais (%) 18,81 44,95
Carboidratos (kcal.100™) 218,68 181,97
Proteinas (kcal.100™") 82,92 68,99
Gorduras totais (kcal.100™) 65,25 204,89
Total (kcal.100™) 366,85 455,85

As dietas foram ofertadas durante 42 dias para as fémeas, compreendendo assim 21
dias de gestacdo (GO — G21) e 21 dias de lactacdo (LO — L21). A partir do 8° dia de gestacao
(G8), as ratas-maes foram subdivididas aleatoriamente para receberem por via intraperitoneal
os tratamentos: veiculo (salina — NaCl 0,8%) ou LPS (0,Img.kg!; LPS de Escherichia coli
0111:B4; Sigma Aldrich®), ambos em volume de 1,0ml.kg’. Estes tratamentos ainda se
repetiram no G10 e G12. Todo o procedimento descrito nessa secdo, bem como as dietas e
aplica¢do do LPS foram adaptados do estudo de Huang et al. (2015).

Com o intuito de minimizar os fatores genéticos, os filhotes nascidos no mesmo dia
foram misturados e distribuidos aleatoriamente entre as ninhadas, que foram formadas com 8
filhotes cada (6 machos e 2 fémeas). No 21° dia de lactacdo (L21) ocorreu o desmame da
prole. No presente trabalho, somente foram utilizados os animais machos, que foram
redistribuidos individualmente em novas gaiolas. Esses animais receberam até o 50° dia de

vida (PN50) dieta padrao e dgua ad libitum. Dessa forma, a prole foi classificada nos grupos:

e Controle — filhotes machos das mies que receberam dieta padrio (Nuvilab®) e
aplica¢do intraperitoneal de salina (n = 60);
e Lipopolissacarideo (LPS) — filhotes machos das maes que receberam dieta padrao
(Nuvilab®) e aplicagdo intraperitoneal de LPS (n = 60);
e Hiperlipidica (HP) — filhotes machos das maes que receberam dieta hiperlipidica e
aplica¢do intraperitoneal de salina (n = 60);
62



e Lipopolissacarideo + Hiperlipidica (LPS+HP) — filhotes machos das maes que

receberam dieta hiperlipidica e aplicacdo intraperitoneal de LPS (n = 60).

Entre dois a trés animais de cada ninhada foram aleatoriamente escolhidos para
realizagdo dos testes descritos nessa tese. Para este capitulo em particular, uma parte do
quantitativo total de cada grupo foi utilizada, de forma a se obter um numero de animais
suficiente para realizagdo do teste de reconhecimento de objetos com duas variagdes (curto e
longo prazo), além das analises de inflamacao e estado redox no encéfalo. Esta subdivisao dos

animais pode ser melhor compreendida na Figura 2.

n = 60 filhotes
machos por grupo

CA e Claro- LCE e
escuro rotarod
PN42-49 PN42-49

Eutanasia TRO curto  TRO longo
PN21 prazo prazo
n=6 (PN42-49) (PN 42-49)

R n=12

n=12 n=12

Cortex pré-frontal Eutanasia PN50 Eutanasia PN50

e hipocampo para Cértex pré-frontal e Amigdala para

inflamacdo (n = 6) hipocampo para inflamacdo e estado
inflamacdo (n = 8-10) ou redox (n = 6-8)

estado redox (n = 6-9)
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FIGURA 2 - Esquema de distribuicdo dos animais apos a lactacdo. Cada grupo de animais
(Controle, LPS, HP e LPS+HP) possuia 60 machos (prole). Esses foram distribuidos
aleatoriamente para obtencdo do quantitativo de animais necessarios para realizacao dos testes
comportamentais (teste de reconhecimento de objetos — TRO; campo aberto — CA; transi¢ao
claro-escuro; labirinto em cruz elevado — LCE e rotarod). O valor de “n” representado na
figura estabelece o nimero de animais por grupo que realizaram os testes. Os capitulos dessa
tese também foram divididos de acordo com os testes comportamentais, sendo que: as duas
variacoes do TRO ficaram no primeiro capitulo (quadros em azul); enquanto os outros testes
ficaram no segundo capitulo (quadros em laranja).

Portanto, entre o0 42° ¢ 0 49° dia pos-natal (PN42 a PN49), a prole adolescente realizou
os testes comportamentais (teste de reconhecimento de objetos de curto e longo prazo). Os
animais foram eutanasiados em dois momentos distintos, no 21° dia pds-natal (n = 6; PN21) e

no 50° dia pos-natal (n = 24; PN50).

3.2 Testes comportamentais

Todos os testes comportamentais foram realizados por um Unico experimentador na
sala de comportamento do LabNutrex. A sala conta com a presenga de um exaustor (auxilia
na troca do ar e também serve como um abafador de ruidos) e lampada fluorescente no teto
(iluminagdo de 130 lux). Todos os procedimentos descritos foram realizados pela manha
(07:00 as 12:00 horas), em duplo cego, com a realizagdo de filmagens por uma camera
(Sony® Handycam) acoplada ao teto da sala, para posterior analise por dois pesquisadores
experientes.

Os filhotes machos realizaram os testes comportamentais entre o PN42 e o PN49,
sendo escolhidos de forma aleatoria para cada teste, mas, levando em consideracdo que
apenas 2-3 animais de cada ninhada poderiam executar um mesmo teste. Uma semana antes
todos os animais passaram por um procedimento de handling, que foi executado durante os
sete dias, uma tUnica vez por dia, com duracdo de um minuto. Ademais, cada animal foi
levado a sala de comportamento com uma antecedéncia de 20 minutos antes do inicio do teste

para aclimatizagao.

3.2.1 Teste de Reconhecimento de Objetos (TRO)

Para realizagdo do TRO, primeiramente, os animais foram expostos & uma arena de

campo aberto (70 x 70 x 50 cm) pelo periodo de 10 minutos. Apds esse procedimento de

64



habituacao, foi realizado no mesmo aparato o TRO. Esta técnica ¢ utilizada para avaliagdo de
alteracdes na memoria de objetos de curta (minutos a horas) e longa duracao (dias). O teste se
baseia na capacidade do roedor de reconhecer um objeto que previamente teve contato. Para o
reconhecimento, € necessario (1) o julgamento da familiaridade do objeto pelo animal; (2) a
reaquisi¢do da memoria daquele item. Além disso, para que essas etapas sejam concluidas,
sd0 necessdrias diversas estruturas encefalicas, dentre elas os cortex frontal, perirrinal,
entorrinal e parahipocampal, além do hipocampo (BALDERAS; RODRIGUEZ-ORTIZ;
BERMUDEZ-RATTONI, 2015; COHEN; STACKMAN JR., 2015).

No teste de memoria de curta duracdo, uma hora apds a primeira se¢do no campo
aberto, os mesmos animais foram reexpostos a arena, contendo dessa vez colados em seu
assoalho uma bola (plastico; cor verde; formato esférico) e uma peca de Lego® (plastico; cor
vermelho; formato retangular). Esses objetos foram chamados de A e B, respectivamente, € o
tempo de permanéncia na arena foi de 5 minutos. Essa etapa ¢ caracterizada como
“familiarizagcdo”, onde os animais reconhecem os novos objetos na arena. Terminando o
tempo de exposi¢ao os animais voltaram para suas respectivas caixas. Ap6s mais uma hora,
novamente os animais foram colocados na arena, dessa vez contendo em seu assoalho a bola
(objeto A) e um novo objeto, uma piramide (cristal; cor branca; formato piramidal), que foi
designado como objeto C. Essa etapa ¢ conhecida como “etapa de teste” e ¢ verificada
principalmente a interagdo do animal com o novo objeto. Para o teste de memoria de longa
duracdo os mesmos procedimentos foram seguidos, com a excecdo do tempo de retengdo
entre cada etapa, que nesse caso foi de 24 horas.

Para ambas as memorias (curta e longa duracdo) foram avaliadas a interagdo ativa do
animal com cada um dos objetos, considerando-se os atos de: cheirar, lamber, morder e tocar
com o focinho ou com a pata como exploracdo do objeto em questdo. Animais que
exploraram menos de 15 segundos os dois objetos (tanto na fase de familiarizacdo como na

fase teste) foram retirados do teste. A Figura 3 € uma ilustragao do TRO.
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FIGURA 3 — Representagdo do Teste de Reconhecimento de Objetos com exemplos de dois
objetos na arena. Cada animal foi colocado no centro da arena (demarcacao vermelha) e sua
interagdo com cada objeto avaliada durante 5 minutos em cada uma das fases (familiarizagdo
ou teste).

Por fim, para ambas as memodrias (curto e longo prazo), foi calculado o indice de
reconhecimento (IR) (HORIGUCHI; HUANG; MELTZER, 2011; TEIXEIRA et al., 2020)

através da equacao:

interacio com nove objeto — interacdo com objeto familiar

total de interacio com os dois objetos

3.3 Eutanasia e analises bioquimicas

Os animais foram decapitados durante os dias PN21 e PN50 no periodo da tarde
(14:00 as 18:00 horas). O encéfalo foi rapidamente retirado (aproximadamente 1 minuto) e
colocado em uma solugdo gelada (4°C) de tampao fosfato salina (phosphate buffered saline -
PBS: NaCl 137mM; KCl 2,7mM; Na,HPO4 §,1mM; KH;PO4 1,5mM). Apods esse
procedimento, o cortex pré-frontal e o hipocampo foram dissecados, lavados em PBS,
armazenados em eppendorf, e levados ao wultra freezer imediatamente (-80°C).
Aproximadamente metade das amostras encefalicas (cortex pré-frontal e hipocampo) retiradas
foram destinadas a avaliacdo do perfil inflamatorio, enquanto a outra metade foi utilizada para

determinar o estado redox (exceto para os animais PN21, onde todo o material foi utilizado
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para o perfil inflamatorio). Ademais, no hipocampo dos animais PN50 foi realizada a analise

de BDNF.

3.3.1 Estado redox

As amostras foram homogenizadas em PBS gelado (50mM; pH 7,0; 4°C) e
centrifugadas sob refrigeracdo (4°C) a 750g por 10 minutos. O sobrenadante obtido foi
utilizado para analisar as enzimas antioxidantes (superoxido dismutase — SOD; glutationa-s-
transferase — GST); a capacidade antioxidante total ndo-enzimatica (Ferric-reducing ability of
plasma - FRAP); e o indice de peroxidagdo lipidica (Thiobarbituric acid reactive substances -
TBARS). O precipitado formado foi usado para a determinagdo de proteina carbonilada
(FREITAS et al., 2018; MELO et al., 2019). Todas as avaliagdes do estado redox foram
corrigidas de acordo com o total de proteina nas amostras pelo método de Bradford (1976).

O ensaio FRAP se baseia na capacidade antioxidante do tecido de reduzir o Fe** a Fe?*
na amostra (BENZIE; STRAIN, 1996). Sdo exemplos de antioxidantes ndo-enzimaticos a
glutationa reduzida, o acido ascérbico (vitamina C), o tocoferol (vitamina E) e o dcido urico.
O complexo Fe**-TPTZ (ferritripidiltriazida) tem uma cor azul intensa, o que possibilita ser
monitorado por espectrofotometria. Para a realizagdo do ensaio, € acrescentada na amostra o
reagente FRAP (acetato de sodio 0,3mol/L pH 3,6; 2,4,6-tripiridil-s-triazina 10mmol/L; e
FeCl3 20mmol/L) e a leitura feita a 595nm em espectrofotometro. Os resultados obtidos pelas
amostras sdo comparados frente a uma curva padrao de FeSOs, sendo reportados em nM
FeSO4/mg proteina (FREITAS et al., 2018).

As enzimas antioxidantes avaliadas (SOD e GST) fazem parte de uma linha de defesa
enddgena para suprimir ou prevenir modificacdo oxidativa ndo controlada de proteinas,
lipidios e DNA, protegendo as células contra danos que podem ser irreversiveis (ULRICH;
JAKOB, 2019). Para a avaliagdo da atividade da SOD, foi adicionado na amostra uma solu¢do
contendo 5S0mM KH>PO4 e 1mM de 4cido dietileno-triamino-pentacético. Posteriormente,
0,2mM de pirogalol foi adicionado, sendo sua oxidacdo medida rapidamente em leitor de
microplacas a 420nm por 250 segundos (com intervalos de 10 segundos entre cada leitura).
Uma unidade de enzima ¢ considerada como a quantidade que causou a inibi¢do da auto-
oxidagdo do pirogalol em 50% por miligrama de proteina (U/mg de proteina) (Marklund and

Marklund, 1974; Melo et al., 2019).
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A atividade da GST foi estimada espectrofotometricamente, tal como descrito
anteriormente por Habig, Pabst e Jakoby (1974). O ensaio ocorreu de acordo com a formagao
de glutationa conjugada com 2,4-dinitroclorobenzeno (coeficiente de extingdo molar: €340 =
9,6 mmol x L' x em™). Uma unidade da atividade de GST foi definida como a quantidade da
enzima que catalisou a formac¢do de um pmol de produto x min™! x mL! (BASTOS et al.,
2020).

O método de TBARS tem como objetivo avaliar se existe um dano causado na
membrana celular do tecido pela presenca de radicais livres, através da reacdo do acido
tiobarbitirico com o malondialdeido (1,1,3,3-tetractoxipropano; MDA), resultando em uma
coloracdo rosa em condigoes acidas (OHKAWA; OHISHI; YAGI, 1979). Para a determinagao
de TBARS, uma solugdo contendo acido acético (2.5M; pH 3,4), 4acido tiobarbiturico (0,8%) e
doadecil sulfato de sodio (8;1%) foi adicionada na amostra por 90 minutos a 95°C
(aquecimento em banho maria). Posteriormente foi feita a leitura a 532nm utilizando o MDA
como padrio, sendo os resultados expressos em nmol MDA/mg proteina (FREITAS et al.,
2018; MELO et al., 2019). A concentragdo de proteina carbonilada foi avaliada no precipitado
do tecido usando o método com adi¢ao de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) a amostra, com

monitoramento espectrofotométrico a 370 nm (BASTOS et al., 2020).

3.3.2 Perfil inflamatorio. andlise de citocinas

Foram realizadas as andlises de citocinas pré-inflamatorias (interleucina-1f [IL-18];
interleucina-6 [IL-6]; e fator de necrose tumoral-a [TNF-a]) e anti-inflamatoria (interleucina-
10 [IL-10]) pela técnica de Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) (R&D Systems®,
Minneapolis, EUA). Primeiramente, as amostras foram homogenizadas juntamente com uma
solucao de extracao (NaCl 0,4 M; Tween 20 0,05%; Albumina de soro bovino 0,5%; Fluoreto
de fenilmetilsufonila 0,1mM; cloreto de benzetonio 0,1 mM; EDTA 10 mM; 20ul de
aprotinina), centrifugadas sob refrigeragdo (4°C) a 2714 g por 10 minutos, e o sobrenadante
recolhido, aliquotado e estocado a -80°C.

Foram utilizadas placas de 96 pogos cobertas com anticorpo purificado dissolvido em
PBS (pH 7,4) e incubadas overnight (4°C). Posteriormente, as placas foram lavadas com PBS
acrescido de Tween 20 e bloqueadas com uma solugdo de soro de albumina bovino (bovine
serum albumine; BSA) em PBS (a 1% p/v) por 2 horas, sob agitacdo. Para incorporagdo das

amostras, essas foram previamente diluidas (1:3) na mesma solugdo de BSA/PBS e
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adicionadas em duplicata nos pogos, seguido de nova incubagido overnight (4°C). No dia
seguinte, foi adicionado anticorpo especifico biotinilado, e, ap6s 1 hora, foi utilizada uma
solucao de estreptavidina acoplada a enzima peroxidase (HRP, 1:4000), seguido de incubagao
por 30 minutos sob agitacdo a temperatura ambiente. A reagdo foi desenvolvida pela adi¢ao
de 100ul/pogo do crombgeno ortofenilenodiamina (OPD 4mg/ml), contendo H>O> em tampao
citrato pH 5,0. A interrup¢ao da reagdo foi realizada adicionando-se 50ulL de H>SO4 (1M) a
placa, sendo a absorbancia obtida verificada em leitor de microplacas a 492nm. A
concentracdo referente a cada amostra foi calculada a partir de uma curva padrdo

correspondente e expressa em pg/mL (FREITAS et al., 2018; LEITE et al., 2016).

3.3.3 Fator neurotrofico derivado do encéfalo (Brain derived neurotrophic fator - BDNF)

O BDNF foi quantificado somente no hipocampo dos animais PN50 através da técnica
de ELISA, de acordo com o fabricante (R&D Systems®, Minneapolis, EUA). As amostras
homogenizadas em PBS foram adicionadas a placa de 96 pocos contendo anticorpo especifico
para BDNF, na presen¢a também de um diluente (RD1-123), e incubadas durante 2 horas sob
agitacdo. Apds, os pogos foram aspirados e lavados com uma solucdo de lavagem por 4
vezes. O conjugado de BDNF foi adicionado a cada placa, e nova incubagdo foi realizada por
um periodo de 1 hora sob agitacdo, seguido de novo procedimento de lavagem. Por fim,
foram acrescentados a solu¢do contendo o substrato (seguida de incubagdo a 30 minutos
protegido da luz) e a solucdo stop. A leitura foi realizada em leitor de microplacas a 450nm, e

os resultados corrigidos pela concentracdo de proteina na amostra (BRADFORD, 1976).

3.4 Analise estatistica

Para realizar a andlise estatistica foi utilizado o software Statistica®, versdo 10.0. Os
graficos foram elaborados com o auxilio do GraphPad Prism®, versio 7.0. O sofiware
G*Power (versdo 3.1.9.2) foi usado para a andlise de poténcia (a err prob = 0,05). A
normalidade da amostra foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os dados com distribui¢ao
paramétrica foram submetidos a uma analise de variancia (ANOVA) de duas vias, com dieta
(padrdo ou hiperlipidica) e tratamento (salina ou LPS) como fatores entre os grupos. O teste
de Newman-Keuls foi utilizado como post hoc, quando apropriado (p < 0,05). Os dados com

distribuigdes nado-paramétricas foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis e o teste de
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Dunn, quando necessario. Os resultados foram representados como graficos do tipo box-and-
whiskers, sendo que, o box representava os valores do 25° ao 75° percentil, as linhas do meio
refletiam os valores das medianas, e cada ponto no grafico era equivalente a um dos valores

individuais observados.
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4 RESULTADOS

4.1 TRO: Memoria de curto-prazo

Durante a fase de familiarizagdo do TRO de curta duragdo, nenhuma diferenca
significativa foi demonstrada em relagdo ao tempo de exploragdo entre os objetos A e B pelos
grupos (FIGURA 4A). No entanto, na fase teste, uma diferenca significativa foi observada na
interacao entre os fatores dieta e tratamento (F(1,38) = 4,31, p < 0,05; power: 1,00). Os grupos
LPS+HP (p < 0,05), LPS (p < 0,001) e Controle (»p < 0,001) obtiveram um maior tempo de
interagdo com o objeto C comparado ao objeto A, fato que nao foi demonstrado para o grupo
HP (FIGURA 4B). Quando analisado o fator dieta, também foi reportada diferenca
significativa entre os grupos (F, 38y = 19,25, p < 0,001; power: 1,00). Os grupos de dieta
hiperlipidica interagiram menos com o objeto C em relagdo aos grupos de dieta padrao. O IR
calculado também demonstrou diferenca significativa na interagdo dos fatores dieta e
tratamento (F(, 38y = 0,78, p < 0,05; power: 1,00). O grupo HP reportou um prejuizo na
memoria de curto prazo, através de um menor IR calculado em relagdo aos grupos LPS (p <
0,01) e Controle (p < 0,01) (FIGURA 4C). Além disso, para o IR, foi verificada diferenca
significativa considerando apenas o fator dieta (F(i, 38y = 12,35, p < 0,01; power: 1,00). Os

grupos de dieta hiperlipidica demonstraram menor IR que os grupos de dieta padrao.
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FIGURA 4 — Tempo de exploragdo nas fases de familiarizagdo (A) e teste (B); além do indice
de reconhecimento (C) do teste de reconhecimento de objetos para memoria de curto prazo.
Legenda: Controle — prole das maes que receberam dieta padrao e aplicagdo intraperitoneal de
salina; LPS — prole das maes que receberam dieta padrao e aplicacdo intraperitoneal de LPS;
HP — prole das maes que receberam dieta hiperlipidica e aplicagdo intraperitoneal de salina;
LPS+HP — prole das maes que receberam dieta hiperlipidica e aplicagdo intraperitoneal de
LPS. Os dados estdo demonstrados através de grafico box and whiskers. n = 10-12; * p <
0.05, **p < 0.01, *** p <0.001 (interacao dieta x tratamento); #p < 0.05 (fator dieta); usando
a ANOVA e o teste de Newman Keuls.

4.2 TRO: Memoria de longo-prazo

A avaliagdo do TRO para a variacdo de memoria de longo prazo ndo demonstrou
diferenca significativa durante a fase de familiarizagdo (FIGURA 5A). No entanto, na fase
teste, todos os grupos demonstraram um maior tempo de exploracdo (F, 32)= 2,23, p <0,01;
power: 1,00) do objeto C em comparagdo com o objeto A (FIGURA 5B). Além disso, nao
houve diferenca significativa na avaliacdo do IR (FIGURA 5C).
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FIGURA 5 — Tempo de exploragdo nas fases de familiarizag¢do (A) e teste (B); além do indice
de reconhecimento (C) do teste de reconhecimento de objetos para memoria de longo prazo.
Legenda: Controle — prole das maes que receberam dieta padrao e aplicagdo intraperitoneal de
salina; LPS — prole das maes que receberam dieta padrao e aplicacdo intraperitoneal de LPS;
HP — prole das maes que receberam dieta hiperlipidica e aplicagdo intraperitoneal de salina;
LPS+HP — prole das maes que receberam dieta hiperlipidica e aplicagdo intraperitoneal de
LPS. Os dados estdo demonstrados através de grafico box and whiskers. n = 9; **p < 0.01,
**% p <0.001 usando a ANOVA e o teste de Newman Keuls.

4.3 Estado redox

Em relagdo a avaliagao dos niveis de FRAP no cortex pré-frontal, foi demonstrada
uma diferenca significativa na intera¢ao dos fatores dieta e tratamento (F(1, 26)= 0,73, p <0,05;
power: 0,99). A capacidade antioxidante do grupo LPS+HP foi maior que a dos grupos
Controle (p <0,05) e LPS (p <0,05) (FIGURA 6A). Além disso, uma diferenca foi observada
para o fator dieta (F, 26) = 9.23, p < 0.01; power: 1.00). Os grupos de dieta hiperlipidica
apresentaram uma maior capacidade FRAP em relacdo aos de dieta padrdo no cortex pré-
frontal. Nenhuma diferenga foi encontrada nas analises de GST (p = 0.74), SOD (p = 0.43),
TBARS (p = 0.27) e proteina carbonilada (p = 0.72) para o cortex pré-frontal (FIGURA 6B-
6E).
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FIGURA 6 — Capacidade antioxidante FRAP (A), atividade da SOD (B) e da GST (C), além
dos niveis de TBARS (D) e de proteina carbonilada (E) no cortex pré-frontal dos animais no
50° dia pos-natal (PN50). Legenda: Controle — prole das maes que receberam dieta padrado e
aplicacdo intraperitoneal de salina; LPS — prole das maes que receberam dieta padrdo e
aplicacdo intraperitoneal de LPS; HP — prole das maes que receberam dieta hiperlipidica e
aplicacdo intraperitoneal de salina; LPS+HP — prole das maes que receberam dieta
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hiperlipidica e aplicacdo intraperitoneal de LPS. Os dados estdo demonstrados através de
grafico box and whiskers. n = 6-9; *p < 0.05, ** p < 0.01 (interagdo dieta x tratamento); #p <
0.05 (fator dieta) usando a ANOVA e o teste de Newman Keuls.

Resultados semelhantes foram encontrados na analise do FRAP no hipocampo. Uma
diferenga significativa foi observada na interacdo dos fatores dieta e tratamento (F(i, 31) =
12,71, p < 0,05; power: 1,00), onde o grupo LPS+HP apresentou niveis de FRAP maiores (p <
0,05) que o grupo Controle (FIGURA 7A). Além disso, um efeito de dieta também foi
encontrado (Fq, 31y = 3,92, p < 0,05; power: 1,00). Uma alta capacidade antioxidante nao-
enzimatica foi demonstrada nos grupos de dieta hiperlipidica em relagdo aos de dieta padrao.
Adicionalmente, um efeito de tratamento também foi observado (F(, 32) = 5,75, p < 0,05;
power: 1,00). Os grupos em que as maes receberam aplicagdo de LPS reportaram maiores

niveis de FRAP em relagdo aos grupos que receberam salina.
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FIGURA 7 - Capacidade antioxidante FRAP (A), atividade da SOD (B), GST, niveis de
TBARS (D) e de proteina carbonilada (E) no hipocampo dos animais no 50° dia po6s-natal
(PN50). Legenda: Controle — prole das maes que receberam dieta padrdo e aplicacao
intraperitoneal de salina; LPS — prole das maes que receberam dieta padrdo e aplicacao
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intraperitoneal de LPS; HP — prole das maes que receberam dieta hiperlipidica e aplicagdo
intraperitoneal de salina; LPS+HP — prole das maes que receberam dieta hiperlipidica e
aplicacdo intraperitoneal de LPS. Os dados estdo demonstrados através de grafico box and
whiskers. n = 6-9; *p < 0.05, ** p < 0.01 (interacdo dieta x tratamento); #p < 0.05 (fator
dieta); Ip < 0.05 (fator tratamento) usando a ANOVA e o teste de Newman Keuls.

Na anélise da atividade da SOD hipocampal uma diferenga foi encontrada para o fator
tratamento (Fa, 27y = 6,35, p < 0,05; power: 1,00). Os grupos de tolerancia ao LPS
apresentaram maior atividade de SOD em comparagdo com os que receberam salina
(FIGURA 7B).

A atividade da GST no hipocampo demonstrou diferenca significativa na intera¢ao dos
fatores dieta e tratamento (F(1,27= 7,36, p < 0,05; power: 1,00). O grupo LPS+HP apresentou
maior atividade dessa enzima em relagdo aos grupos HP (p < 0,01) e Controle (p < 0,05)
(FIGURA 7C). Ademais, um efeito de tratamento foi observado para a avaliacao da atividade
da GST (F(, 27)= 6,83, p < 0,05; power: 1,00). Os grupos que receberam LPS demonstraram
maior atividade dessa enzima em comparagdo com os grupos que receberam salina. Nenhuma
diferenca foi reportada para os niveis de TBARS (p = 0,24) e proteina carbonilada (p = 0,24)
no hipocampo (FIGURA 7D-7E).

4.4 Neuroinflamacio e concentra¢ao de BDNF

Na avaliacao da prole PN21, nenhuma diferenca significativa foi encontrada para os

niveis de IL-6 (p = 0,40), TNF-a (p = 0,85), e IL-10 (p = 0,70) no cortex pré-frontal
(FIGURA 8A-8C).
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FIGURA 8 — Concentracao de IL-6 (A), TNF-a (B), e IL-10 (C) no cortex pré-frontal dos
animais no 21° dia pos-natal (PN21). Legenda: Controle — prole das maes que receberam dieta
padrao e aplicacdo intraperitoneal de salina; LPS — prole das maes que receberam dieta padrao
e aplicagdo intraperitoneal de LPS; HP — prole das maes que receberam dieta hiperlipidica e
aplicagcdo intraperitoneal de salina; LPS+HP — prole das maes que receberam dieta
hiperlipidica e aplicacdo intraperitoneal de LPS. Os dados estdo demonstrados através de
grafico box and whiskers. n = 5-6; para analise dos dados foi utilizada a ANOVA e o teste de
Newman Keuls.

No hipocampo dos animais PN21, ndo foram encontradas diferencas significativas nos
niveis de TNF-a (p = 0,54) (FIGURA 9B). No entanto, diferengas significativas na intera¢ao
dieta e tratamento para a concentragdo hipocampal de IL-6 (F, 16) = 6,31, p < 0,05; power:
1,00) e IL-10 (Fa, 16) = 2,33, p < 0,05; power: 1,00) foram observadas. O grupo HP
demonstrou maiores niveis de IL-6 em comparacdo com o grupo Controle (p < 0,05), LPS (p
<0,05) e LPS+HP (p < 0,01) (FIGURA 9B); enquanto que os niveis de IL-10 foram menores
no grupo HP em relagdo ao grupo LPS+HP (p < 0,05) (FIGURA 9C). Ademais, para a
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avaliagdo de IL-6 hipocampal, um efeito de tratamento foi observado (F, 16y = 16,97, p <

0,01; power: 1,00). A prole das maes que receberam LPS demonstrou menores niveis de 1L.-6

do que a prole em que as maes receberam salina.
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FIGURA 9 — Concentragdo de IL-6 (A), TNF-a (B), e IL-10 (C) no hipocampo dos animais
no 21° dia pos-natal (PN21). Legenda: Controle — prole das maes que receberam dieta padrao
e aplicacdo intraperitoneal de salina; LPS — prole das maes que receberam dieta padrao e
aplicacdo intraperitoneal de LPS; HP — prole das maes que receberam dieta hiperlipidica e
aplicacdo intraperitoneal de salina; LPS+HP — prole das maes que receberam dieta
hiperlipidica e aplicacdo intraperitoneal de LPS. Os dados estdo demonstrados através de
grafico box and whiskers. n = 5-6; p < 0.05, **p < 0.01 (interacdo dieta x tratamento); {p <
0.05 (fator tratamento) usando ANOVA e o teste de Newman Keuls.
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Na avaliacdo dos animais PN50, nenhuma diferenca significativa foi reportada nos
niveis de IL-1B (p = 0,63), IL-6 (p = 0,77), TNF-a (p = 0,19) e IL-10 (p = 0,64) no cortex pré-
frontal (FIGURA 10A-10D).
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FIGURA 10 — Concentracao de IL-1B (A), IL-6 (B), TNF-a (C), e IL-10 (D) no coértex pré-
frontal dos animais no 50° dia pos-natal (PN50). Legenda: Controle — prole das maes que
receberam dieta padrdo e aplicacdo intraperitoneal de salina; LPS — prole das maes que
receberam dieta padrdo e aplicacdo intraperitoneal de LPS; HP — prole das maes que
receberam dieta hiperlipidica e aplicacdo intraperitoneal de salina; LPS+HP — prole das maes
que receberam dieta hiperlipidica e aplicagdo intraperitoneal de LPS. Os dados estdo
demonstrados através de grafico box and whiskers. n = 8-10; para analise dos dados foi
utilizada a ANOVA e o teste de Newman Keuls.

O mesmo ocorreu para as concentragdes hipocampais de IL-1B (p = 0,14), IL-6 (p =
0,96), e TNFa (p = 0,42) (FIGURA 11A-11C). Por outro lado, no hipocampo desses animais,

os niveis de IL-10 demonstraram uma diferenca significativa na interacdo entre dieta e
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tratamento (F1, 2090 = 0.34, p < 0.05; power: 0.70). A concentracdo de IL-10 hipocampal foi
maior no grupo LPS+HP comparado aos grupos LPS (p < 0,05) e Controle (p < 0,05)
(FIGURA 11D).
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FIGURA 11 — Concentracao de IL-1B (A), IL-6 (B), TNF-a (C), e IL-10 (D) no hipocampo
dos animais no 50° dia pds-natal (PN50). Legenda: Controle — prole das maes que receberam
dieta padrao e aplicacdo intraperitoneal de salina; LPS — prole das maes que receberam dieta
padrao e aplicacdo intraperitoneal de LPS; HP — prole das maes que receberam dieta
hiperlipidica e aplicag@o intraperitoneal de salina; LPS+HP — prole das maes que receberam
dieta hiperlipidica e aplicacdo intraperitoneal de LPS. Os dados estdo demonstrados através de
grafico box and whiskers. n = 8-10; p < 0.05 (interagdo dieta x tratamento); #p < 0.05 (fator
dieta) usando ANOVA e o teste de Newman Keuls.

Nao foi observado nenhum efeito de dieta, tratamento, ou dieta e tratamento para a

concentracdo de BDNF no hipocampo dos animais PN50 (p = 0,83) (FIGURA 12).
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FIGURA 12 — Concentracdo de BDNF no hipocampo dos animais no 50° dia pds-natal
(PN50). Legenda: Controle — prole das maes que receberam dieta padrdo e aplicagdo
intraperitoneal de salina; LPS — prole das maes que receberam dieta padrdo e aplicacio
intraperitoneal de LPS; HP — prole das maes que receberam dieta hiperlipidica e aplicagdo
intraperitoneal de salina; LPS+HP — prole das maes que receberam dieta hiperlipidica e
aplicag¢do intraperitoneal de LPS. Os dados estdo demonstrados através de grafico box and
whiskers. n = 8-10; para analise dos dados foi utilizada a ANOVA e o teste de Newman

Keuls.
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5 DISCUSSAO

O presente trabalho avaliou os efeitos da tolerancia cruzada perante a exposi¢do pré-
natal ao LPS em relagdo aos parametros de neuroinflamacgao, estado redox e na memoria de
reconhecimento de objetos de ratos nascidos de maes tratadas com dieta hiperlipidica
(gestagdo e lactagdo). Os resultados demonstram que a dieta materna hiperlipidica
isoladamente durante a gestacdo e lactagdo pode induzir a prejuizos na memoria de curto
prazo (mas nao na de longo prazo). No entanto, o mesmo nao ¢ observado na prole das maes
que receberam a dieta hiperlipidica associada a reexposi¢cdo ao LPS, que, além de ndo
apresentarem nenhum prejuizo na memoria, reportaram menores niveis hipocampais de 1L-6
(PN21) e maiores niveis de IL-10 (PN21 e PN50).

Em roedores, existe uma forte correlacdo na literatura entre a utilizacdo de dietas
maternas hiperlipidicas e o desenvolvimento de neuroinflamag¢do na prole (CORDNER et al.,
2019b; GRAF et al., 2016; WINTHER et al.,, 2018). Especificamente, varios estudos
demonstraram a associagdo desse tipo de dieta materna com a inflamagao hipocampal (DIAS
et al., 2020; GRAF et al., 2016; LIU et al., 2019; WINTHER et al., 2018). Dois mecanismos
sdo apontados como possiveis causadores da inflamacdo encefélica da prole, cada qual ligado
a uma das fases iniciais da vida (gestagdo ou lactacdo) e também a imaturidade da barreira
hematoencefalica dos filhotes (AFROZ; ALVINA, 2019; MILLER et al., 2016; SAUNDERS
etal., 2014).

Dietas hiperlipidicas (principalmente quando ricas em gorduras do tipo saturadas)
podem causar nas maes em fase de gestacdo um estado de inflamacdo cronica de baixo grau
(SCHEJA; HEEREN, 2019). Como consequéncia dessa inflamagdo latente materna, pode
ocorrer 0 aumento na expressao placentaria de genes pro-inflamatorios, culminando com a
transferéncia de citocinas da mae para o feto (CIRULLI; MUSILLO; BERRY, 2020;
GIRARD et al., 2010; REYNOLDS et al., 2015). De forma semelhante, a passagem de
agentes pro-inflamatodrios para o feto pode ocorrer durante a lactacdo, através da transferéncia
direta pelo leite materno (DI BENEDETTO et al., 2019; PANAGOS et al., 2016). Além disso,
embora somente essa passagem de citocinas da mae para a prole ja seja suficiente para
deflagragdo de neuroinflamacdo, adicionalmente, a transferéncia de acidos graxos saturados
da dieta materna foi evidenciada tanto na gestac¢do (via placenta) como na lactagao (via leite
materno) (CALABUIG-NAVARRO et al., 2017; ELLSWORTH et al.,, 2020; GARCIA-
RAVELO et al., 2018; HIRSCHMUGTL et al., 2016; PANAGOS et al., 2016; SABEN et al.,
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2013; SOSA-CASTILLO; RODRIGUEZ-CRUZ; MOLTO-PUIGMARTI, 2017).
Isoladamente, os 4cidos graxos saturados também podem induzir a expressao de citocinas pro-
inflamatérias na prole. Ademais, estudos envolvendo a aplicacao intracerebroventricular de
acidos graxos demonstraram que esses podem ativar os TLR4, levando a maior expressao de
marcadores inflamatorios como TNF-q, IL-1B, e IL-6 (LI et al., 2020; MILANSKI et al.,
2009).

Em associacdo, as hipodteses levantadas para a transferéncia de mediadores
inflamatoérios (ou de acidos graxos) durante as fases de gestacao e lactacao podem explicar o
aumento na concentragdo de IL-6 hipocampal apresentada pelo grupo HP. A transferéncia de
citocinas pro-inflamatorias da mae para o feto/neonato, associado a uma barreira
hematoencefalica ainda em desenvolvimento, e, também a um SNC imaturo, pode ter
resultado em neuroinflamagao (HALE et al., 2015; KANG et al., 2014). De acordo com
Rudolph et al. (2018), a elevagdo nos niveis de IL-6 pode alterar as etapas de proliferagao,
diferenciagdo, crescimento axonal, sinaptogénese, e da sobrevivéncia celular. Como
consequéncia, devido a importancia desses processos na maturagdo encefalica, prejuizos na
memoria da prole podem ser observados ao longo da vida.

Em consonancia com essas evidéncias, o estudo de Huang et al. (2015) demonstrou
que a prole de maes alimentadas com dieta hiperlipidica apresentou maiores expressoes de IL-
6, TNF-a e proteina Tau no hipocampo (este ultimo, um biomarcador da doenca de
Alzheimer). O mesmo ndo ocorreu com os filhotes das maes que receberam a associagdo entre
dieta materna hiperlipidica e reexposi¢ao ao LPS, que apresentaram niveis semelhantes desses
marcadores em relagdo ao grupo controle. Assim, os resultados reportados por Huang et al.
(2015) demonstram um claro efeito de tolerancia cruzada a dieta materna promovido pela
reexposi¢ao pré-natal ao LPS, promovendo uma prote¢ao contra a inflamag¢ao hipocampal. De
forma semelhante, outros estudos demonstraram o potencial de tolerancia cruzada do LPS
para efetivamente suprimir/atenuar respostas inflamatorias originadas de outros agentes/fontes
(AMINI et al., 2018; HE et al., 2014; KUMAR; ADHIKARI, 2017; TURNER et al., 2017,
WANG et al., 2018).

No presente estudo, o grupo LPS+HP ndo apresentou elevacao de IL-6, diferentemente
dos animais HP ao desmame (PN21). Além disso, o grupo LPS+HP reportou maiores
concentragdes hipocampais de IL-10 ao desmame (PN21) e também na fase de adolescéncia
(PN50), indicando um efeito de tolerancia cruzada a dieta materna promovido pela

reexposicdo ao LPS. Estudos anteriores demonstraram que a tolerdncia ao LPS pode
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promover uma supressdo a resposta inflamatéria, através dos mecanismos: reducdo na
expressdo celular de TLR4 e na associacdao entre MyD88-TLR4 (CHANG et al., 2014; LAJQI
et al.,, 2019); diminui¢do na atividade da cinase associada ao receptor de interleucina-1
(interleukin-1 receptor associated kinase — IRAK); redugao na fosforilagao das cinases p38 e
INK (c-Jun amino-terminal kinase), além da regulacdo negativa na expressao do fator nuclear
kappa B (nuclear factor kappa-B — NFxB). Ademais, ¢ importante ressaltar que o aumento na
concentragao de IL-10 foi reportada por outros autores, utilizando modelos diferentes, quando
o LPS era administrado repetidas vezes em roedores (BISWAS; LOPEZ-COLLAZO, 2009;
HOBBS et al., 2018; LEITE et al., 2016; LIU et al., 2017, VERGADI; VAPORIDI;
TSATSANIS, 2018).

A IL-10 possui a capacidade de controlar a expressao de citocinas pro-inflamatorias,
através da regulagdo da atividade da glia (LEITE et al., 2016; XIU et al., 2016). Além disso,
existe uma forte correlacdo entre o aumento de IL-10 e a melhora de diversos processos
cognitivos (AROSIO et al., 2004; BARROETA-ESPAR et al., 2019; TEGELER et al., 2016;
VARGAS-ALARCON et al., 2016). Portanto, os resultados aqui demonstrados indicam que a
tolerancia cruzada promovida pela reexposi¢do ao LPS pode promover uma protecdo em
relacdo a dieta hiperlipidica materna, um efeito que parece ser dependente do aumento na
concentracdo de IL-10 hipocampal. Um possivel mecanismo para a elevagdao dessa citocina
em particular seria através da regulacdo negativa tardia dos genes microRNA-98 (miR-98) e
positiva do microRNA-21 (miR-21) (JI et al., 2018; LIU et al., 2011; NAHID et al., 2013;
SHEEDY, 2015; SHEEDY et al.,, 2010). No entanto, mais estudos sdo necessarios para
avaliar essa hipodtese.

Com relagdo ao estado redox, no presente estudo, uma maior capacidade antioxidante
ndo-enzimatica (FRAP) e também uma elevada atividade na enzima GST foram demonstradas
no hipocampo do grupo LPS+HP. Além disso, foi reportada uma alta atividade da SOD
hipocampal na prole das maes que receberam a reexposicao ao LPS. Dietas hiperlipidicas
podem ocasionar a elevacao de espécies reativas de oxigénio no tecido encefalico da prole,
causando danos as proteinas, lipidios e acidos nucléicos. Além disso, a oxidagdo de proteinas
pode levar a liberagdo de sinais inflamatorios, resultando em neuroinflamagdo (CIRULLI;
MUSILLO; BERRY, 2020; HATANAKA; WADA; KABUTA, 2016; MACIEL AUGUST et
al., 2020). Por outro lado, na tentativa de contengao do estresse oxidativo do tecido, existe um

processo fisiologico de aumento das moléculas antioxidantes (ndo-enzimaticas e enzimaticas),
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de forma a tentar manter a homeostase celular (BAKUNINA; PARIANTE; ZUNSZAIN,
2015).

Nesse contexto, estudos anteriores demonstraram que dietas maternas obesogénicas
podem levar ao aumento da atividade de enzimas antioxidantes no encéfalo da prole
(HATANAKA; WADA; KABUTA, 2016; HE et al., 2017, MACIEL AUGUST et al., 2020).
De forma similar, a tolerancia ao LPS pode induzir uma maior expressdo do fator nuclear
eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 - Nfir2) e,
consequentemente, levar ao aumento de enzimas antioxidantes (BORDET et al., 2000; LI et
al., 2016). Em ambos os casos, a inflamagdo e as espécies reativas de oxigé€nio produzidas
pela dieta hiperlipidica ou pela aplicagdo do LPS, podem ter induzido uma resposta
antioxidante na tentativa de retorno a homeostase do sistema. Adicionalmente, a utilizacdo de
duas fontes pro-inflamatorias em associacdo (dieta materna hiperlipidica e LPS) pode ter
estimulado uma maior resposta antioxidante, evidenciada tanto no cortex pré-frontal como no
hipocampo dos animais LPS+HP.

Em particular, a melhora do sistema de defesa antioxidante na regido do hipocampo,
esta fortemente relacionado com uma melhora na memoria (MARTINS et al., 2017; NEVES
et al., 2015; ROSSI DARE et al., 2019). A associagdo entre a dieta hiperlipidica materna e a
reexposicao ao LPS, pode ter promovido uma resposta antioxidante protetora, possivelmente
envolvendo a via do Nfr2, com elevacdo da capacidade antioxidante enzimatica € ndo-
enzimatica (STONE et al., 2019). Portanto, assim como a elevagao das concentragdes de IL-
10 no hipocampo, o aumento observado na capacidade antioxidante do grupo LPS+HP pode
ter contribuido para a protecdo da memoria nas duas variagdes (curto e longo prazo) do teste
de reconhecimento de objetos.

Um resultado inesperado do presente trabalho foi em relacdo aos niveis de BDNF
hipocampais, visto que, o grupo HP demonstrou concentracdo similar dessa neurotrofina em
relagdo ao grupo Controle. A maioria dos estudos encontrados que avaliaram a expressao de
BDNF na prole apos a utilizagdo de uma dieta hiperlipidica materna, demonstrou que, tanto
em ratos adultos como em adolescentes, os niveis dessa neurotrofina haviam diminuido frente
ao controle (MUCELLINI et al., 2019; PAGE; JONES; ANDAY, 2014; PANETTA et al.,
2017; TOZUKA et al., 2010). Porém, outros estudos reportaram que a diminui¢do do BDNF
nao ¢ observada apds o desmame ou na fase adulta (CORDNER et al., 2019b; JAWALE,;
JOSHI; KALE, 2018), mas, somente apds o nascimento dos animais (JAWALE; JOSHI;

KALE, 2018). Portanto, ¢ possivel que uma alteragdo nos niveis de BDNF hipocampais tenha
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ocorrido somente nos primeiros dias de vida dos animais, ou mesmo durante a lactagdo, nao
sendo evidenciada essa mudanca durante a adolescéncia. Para avaliar essa suposi¢do, os
proximos estudos devem realizar dosagens de BDNF em outras faixas etarias (ex: ao
nascimento e anterior ao desmame), bem como avaliar outros fatores neurotréficos, para
identificar se ha alguma relagdo entre estes marcadores, a neuroinflamagdo e a memoria.

O grupo HP apresentou prejuizos na memoria de curto prazo, como ja havia sido
reportado no estudo de Graf et al. (2016), que utilizaram metodologia semelhante. Porém,
esse mesmo efeito ndo foi observado no grupo HP para a memoria de longo prazo no teste de
reconhecimento de objetos. Nao foram encontrados trabalhos que utilizassem metodologia
semelhante (dieta hiperlipidica durante as fases de gestagao e lactagdo) e que avaliassem essas
duas variacdes de memoria em fungdo do tempo (curto e longo prazo). No entanto, outros
modelos demonstraram resultados semelhantes ao do presente trabalho, reportando prejuizos
na memoria de curto prazo, sem que 0 mesmo ocorresse para a memoria de longo prazo
(HALL et al., 2016; SAKAGUCHI; SAKURALI, 2020; SHIPTON et al., 2014).

O processo de reconhecimento de objetos ¢ dependente de varias regides do encéfalo,
dentre elas estdo o hipocampo, e os cortex pré-frontal e perirrinal, que formam entre si um
circuito (BARKER; WARBURTON, 2020; HAN et al., 2019; WARBURTON; BROWN,
2015). Estudos sugerem que a manipulagdo do cortex perirrinal pode levar a uma amnésia de
curto-prazo, mas, 0 mesmo nao ¢ observado a longo prazo (BARKER et al., 2006; TINSLEY
et al., 2011). Ademais, Sakaguchi e Sakurai (2020) recentemente demonstraram que lesdes no
hemisfério direito do hipocampo podem promover déficit na memoria de curto prazo. Em
contraste, o mesmo estudo demonstrou que lesdes isoladas no hemisfério esquerdo podem
prejudicar apenas a memoria de longo prazo. Embora no presente trabalho ndo tenha sido
avaliado o cortex perirrinal, ou cada lado do hipocampo individualmente, o aumento da IL-6
hipocampal demonstrado no grupo HP pode ter levado ao comprometimento desse circuito,
gerando perda da memoria de curto prazo. A IL-6 tem sido consistentemente implicada em
déficits de memoria e € um mecanismo endogeno para limitar a plasticidade cerebral, o que
indica que o aumento nos seus niveis no grupo HP possa ter levado aos prejuizos observados
no TRO (DONZIS; TRONSON, 2014; RUDOLPH et al., 2018; TCHESSALOVA;
POSILLICO; TRONSON, 2018).

A principal hipotese deste trabalho era que a reexposigao ao LPS poderia gerar um
efeito tolerante, de forma a proporcionar uma protecdo em relagio a inflamacdo causada pela

dieta materna, o que resultaria na preserva¢cdo da memoria dos animais. Apesar de ndo haver

89



consenso na literatura sobre qual a estrutura encefdlica que possui um papel central na
habilidade do animal de reconhecer um novo objeto, varias evidéncias indicam que o cortex
pré-frontal e o hipocampo possuem importancia fundamental nesse processo (ALLEN et al.,
2020; BALDUCCI et al., 2017; KODALI et al., 2018; SOCH et al., 2016; TUSCHER et al.,
2018). Esse trabalho €, provavelmente, o primeiro a reportar um efeito protetor da tolerancia
cruzada do LPS a dieta materna, sem prejuizos na memoria de curto ou longo prazo nos
animais LPS+HP. Além disso, esse efeito parece estar associado a um aumento na capacidade
antioxidante e na concentragdo de IL-10 hipocampal, o que confirma a hipotese inicial.

Entretanto, algumas limitacdes foram notadas para o presente trabalho. Em primeiro
lugar, animais knockout para a expressao de IL-10 poderiam ter sido utilizados para o melhor
entendimento do papel dessa citocina no efeito protetor gerado pela tolerancia ao LPS. Em
segundo lugar, ainda ndo esta claro qual a importancia do sistema antioxidante na protecao da
memoria desses animais. O uso de drogas que alteram a producao de espécies reativas, bem
como a avaliacdo da expressdo de Nrf2, poderiam ser elementos fundamentais para entender o
papel do estado redox nesse contexto. Em terceiro lugar, o uso de fémeas em estudos futuros ¢
necessario, uma vez que o dimorfismo sexual ¢ comum em estudos que utilizam dietas
maternas ou AIM. As fémeas podem ter outras respostas devido a diferentes vulnerabilidades
durante o desenvolvimento, regulacdo neuroenddcrina, ou efeitos placentarios e epigenéticos
distintos dos machos. Além disso, a avaliagdo de outros testes (ex: memoria de local; labirinto
em Y; labirinto aquatico de Morris) deveriam ser realizados para compreender qual a extensao
do impacto do presente modelo na memoria, cognic¢ao e aprendizado. Finalmente, levando em
consideragdo que a micrdglia possui papel importante nas funcdes regulatorias e de
sinaptogénese (DE LUCA et al., 2020) seria interessante a utilizagdo de marcadores de
ativagdo da microglia e experimentos envolvendo a sua ablagao temporaria.

Em suma, este estudo demonstrou um papel protetor promovido pela tolerancia ao
LPS em ratos adolescentes descendentes de maes que receberam dieta hiperlipidica durante as
fases de gestagdo e lactagdo. A neuroprotecdo foi promovida pelo aumento na concentragdao
de IL-10 e dos sistemas antioxidantes no hipocampo. Ressalta-se ainda que, os resultados
encontrados possuem potencial para serem utilizados futuramente na protecao/prevencao de
doengas mentais ou cognitivas, através do uso de agonistas do TLR4 para promog¢ao de uma
tolerancia a inflamacdo (HERNANDEZ et al., 2019; VENEZIA et al., 2017). Ademais,
especula-se que doencas como o Alzheimer, e outras relacionadas a cogni¢do, podem ter seu

inicio através de processos inflamatorios durante as fases de infancia e adolescéncia
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(AXELRUD et al., 2019; PFEFFER et al., 2018; ROLLINS et al., 2019; ZHANG; LIU;
CHOI, 2020). Dessa forma, estudos futuros que envolvam a promogdo de
tolerancia/hiporresponsividade dos TRL4 através do uso de agonistas desses receptores
durante essas fases, podem ser interessantes para diminuir a progressao ou atenuar o impacto

dessas doengas.

6 CONCLUSOES

A associacao da dieta hiperlipidica materna com a reexposi¢ao ao LPS promoveu um
efeito tolerante na prole, resultando em uma modulagdo anti-inflamatéria e antioxidante no
hipocampo e no cortex pré-frontal. Esse efeito neuroprotetor observado preservou a memoria
de reconhecimento de objetos de curto e longo prazo desses animais, 0 que ndo ocorreu com a

prole das maes que receberam apenas a dieta hiperlipidica.
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CAPITULO 2

A tolerancia ao LPS previne comportamento tipo-ansiedade e inflama¢ao na amigdala

da prole adolescentes de maes alimentadas com dieta hiperlipidica
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1 INTRODUCAO

A ansiedade pode ser definida como um estado de alta excitacdo e valéncia negativa,
sendo caracterizada por uma vigilancia intensificada, mesmo sem a presenca imediata de uma
ameaga (CALHOON; TYE, 2015). Os transtornos de ansiedade vém aumentando na
sociedade moderna, e, hoje, ja sdo classificados como uma das principais causas de doengas
mentais em todo o mundo (EVANS-LACKO et al., 2018; RUSCIO et al., 2017). Embora
possua alta prevaléncia em todas as faixas etarias, sua ocorréncia tem aumentado em
individuos jovens. Estima-se que os transtornos de ansiedade respondam por até 5,8% dos
anos de vida ajustados por incapacidade entre adolescentes de 15 a 19 anos (MOKDAD et al.
2016).

O desenvolvimento dos transtornos de ansiedade na infancia e adolescéncia pode estar
ligado a processos inflamatorios nas fases iniciais da vida (BAKER et al., 2017; GRAHAM et
al., 2016, 2018a, 2019; QIN et al., 2014; SPENCER, 2017). Estudos com roedores indicam
que existe uma forte correlacdo entre a dieta hiperlipidica materna durante a gestacdo e/ou
lactagdo e a indugao de neuroinflamagao na prole (CORDNER et al., 2019; DIAS-ROCHA et
al., 2018; GLENDINING; FISHER; JASONI, 2018; GRAF et al., 2016; LEMES et al., 2018).
Destaca-se ainda que quando essa inflamagdo ocorre na amigdala (KANG et al., 2014;
SASAKI et al., 2013, 2014; SMITH et al., 2020; WIJENAYAKE et al., 2020) podem existir
consequéncias nos comportamentos do tipo-ansiedade na prole (KANG et al., 2014; SASAKI
etal., 2013, 2014; SMITH et al., 2020).

O consumo de dietas hiperlipidicas durante a gestacdo e/ou lactagdo pode também
impactar nas fungdes do eixo HPA na prole. Este eixo torna-se totalmente desenvolvido por
volta da segunda semana de vida em roedores, e estd envolvido na regulacdo das respostas de
ansiedade e estresse por meio da liberagdo final de corticosterona na corrente sanguinea
(SOCH; SPENCER, 2020). Ademais, a corticosterona também desempenha um papel no
controle da inflamagdo, via atenuacdo da resposta do NF-kB e reducao da expressao de
citocinas pro-inflamatérias (SOCH; SPENCER, 2020; URBACH-ROSS; KUSNECOV,
2007). Estudos anteriores ja demonstraram que dietas maternas hiperlipidicas podem levar a
hipertrofia das glandulas adrenais (BOULLU-CIOCCA et al., 2005), aumentando a liberacao
de corticosterona (NIU et al., 2019; SASAKI et al.,, 2013; ZINKHAN et al., 2018),

caracteristicas marcantes da hiperatividade do eixo HPA.
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A neuroinflamacao da prole também pode ser originada devido a uma ativagdo imune
materna (AIM). A AIM ¢ usada em modelos animais com objetivo de simular uma infec¢ao
materna, através da administracao de um agonista dos TLR, como o LPS (KENTNER et al.,
2019). A aplicagao de LPS em modelos de AIM ¢ capaz de promover comportamentos tipo-
ansiedade na prole (BABRI; DOOSTI; SALARI, 2014; LI et al., 2018; STRALEY et al.,
2017; TELLEZ-MERLO et al., 2019), inflamacdo da amigdala (LI et al.,, 2018;
O’LOUGHLIN et al., 2017) e disfungdes no eixo HPA (BABRI; DOOSTI; SALARI, 2014;
ZHAOQO et al., 2020). Porém, a AIM pode ser utilizada através da aplicagdo de baixas e
consecutivas doses de endotoxina, um efeito chamado de pré-condicionamento ou tolerancia
ao LPS (SEELEY; GHOSH, 2017).

A tolerancia ao LPS ¢ capaz de atenuar uma resposta inflamatdria subsequente, através
de um mecanismo de hiporresponsividade, produzindo um efeito protetor no comportamento
do roedor (BAKUNINA; PARIANTE; ZUNSZAIN, 2015; BANASIKOWSKI et al., 2015;
SEELEY; GHOSH, 2017; SPENCER; FIELD; PITTMAN, 2010). Estudos demonstram que
esse efeito da reexposicdo ao LPS pode promover também uma tolerancia cruzada em relacao
a outros estimulos inflamatorios (AMINI et al., 2018; HE et al., 2014; KUMAR; ADHIKARI,
2017; TURNER et al., 2017; WANG et al., 2018), incluindo a inflamagdo induzida na prole
pela dieta materna hiperlipidica durante as fases de gestacdo e lactagao (HUANG et al., 2015).
De forma semelhante, a tolerancia ao LPS induz uma maior expressao das vias antioxidantes,
0 que pode contribuir para melhora de processos inflamatorios, ao reduzir a carga de espécies
reativas na célula (BORDET et al., 2000; LI et al., 2016). No entanto, estudos que avaliem a
capacidade da reexposicdo ao LPS em promover tolerancia cruzada frente a inflamagao
causada por uma dieta materna ainda sdo escassos.

Portanto, o principal questionamento deste capitulo seria qual o papel exercido pela
tolerancia ao LPS na resposta inflamatoria e estado redox da amigdala, e nos comportamentos
tipo-ansiedade na prole adolescente de maes que receberam dieta hiperlipidica. A hipotese
levantada ¢ que a tolerancia ao LPS poderia resultar na atenuacao da inflamacao e melhora no
estado redox, culminando com uma ndo-alteragdo nos comportamentos do tipo-ansiedade,
diferentemente do que aconteceria na prole das mades que receberam apenas a dieta

hiperlipidica.
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2 OBJETIVOS

Avaliar o efeito protetor da tolerancia ao LPS sobre os parametros neuroinflamatorios,
estado redox e comportamento tipo-ansiedade na prole adolescente de ratas Wistar tratadas

com dieta hiperlipidica durante a gestacdo e a lactagao.

2.1 Objetivos especificos

1. Analisar o perfil inflamatdrio (citocinas pro e anti-inflamatorias) na amigdala da prole;

2. Analisar o estado redox (marcadores do estresse oxidativo e da atividade antioxidante)
na amigdala da prole;

3. Analisar os niveis de corticosterona sanguineos;

4. Avaliar o comportamento da prole em relagdo aos testes de ansiedade (campo aberto,

claro-escuro, labirinto em cruz elevado) e desempenho motor (rotarod).
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3 METODOLOGIA

3.1 Animais e desenho experimental

O manuseio e a eutanasia dos animais ocorreram de acordo com os principios éticos
para uso de animais de laboratério (CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DE
EXPERIMENTACAO ANIMAL - CONCEA, 2016). Previamente, o projeto obteve
aprovacio pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA-UFVIM) sob o protocolo 024/17
(ANEXO 1I). Foram utilizados ratos Wistar (Rattus novergicus), provenientes do
LabNutrex/UFVIM, alojados em condic¢des padroes.

Ratas Wistar fémeas nuliparas foram colocadas no inicio do ciclo escuro em gaiolas
com a presenca de ratos machos Wistar virgens para acasalamento. Apos a confirmacio de
copula (presenga de esperma ou plug vaginal), as fémeas eram destinadas ao alojamento
isolado nas gaiolas (dia zero da gravidez — G0). Nesse momento, as fémeas receberam dietas
distintas, compondo os grupos:

e Controle — os animais receberam dieta padrio (racio Nuvilab® CR-1) e agua ad

libitum (n = 20);

e Hiperlipidico — os animais receberam dieta padrio (ragdo Nuvilab® CR-1) acrescida de

banha de porco (Sadia®) e agua ad libitum (n = 20).

A dieta hiperlipidica era composta de racio (Nuvilab®) moida e banha de porco
(Sadia®) derretida. A dieta hiperlipidica possuia 4,55 kcal/g (45,0% de gorduras; 50,0% de
carboidratos; 15,0% de proteinas) enquanto que a dieta padrao continha 3,66 kcal/g (17,5% de
gorduras; 60,0% carboidratos; 22,5% de proteinas) (HASEBE et al., 2019; LIANG et al.,
2019).

As dietas foram ofertadas durante 21 dias de gestacdo (GO — G21) e 21 dias de
lactacdo (LO — L21). Durante os dias 8, 10 e 12 da gestacdo (G8, G10 e G12), as ratas-maes
foram subdivididas aleatoriamente para receberem por via intraperitoneal os tratamentos:
veiculo (salina — NaCl 0,8%) ou LPS (0,1mg.kg™'), ambos em volume de 1,0ml.kg"! (HUANG
et al., 2015). No nascimento dos animais, para minimizar os fatores genéticos, filhotes
nascidos no mesmo dia eram misturados e distribuidos aleatoriamente entre as ninhadas (8

filhotes por ninhada — 6 machos e 2 fémeas). Apds o desmame, a prole (machos) recebeu até o
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50° dia de vida (pos-natal 50; PN50) dieta padrao e agua ad libitum, sendo classificada nos

grupos:

e Controle — filhotes machos das mies que receberam dieta padrio (Nuvilab®) e
aplicagdo intraperitoneal de salina (n = 60);

e Lipopolissacarideo (LPS) — filhotes machos das maes que receberam dieta padrao
(Nuvilab®) e aplicacio intraperitoneal de LPS (n = 60);

e Hiperlipidica (HP) — filhotes machos das maes que receberam dieta hiperlipidica e
aplicagdo intraperitoneal de salina (n = 60);

e Lipopolissacarideo + Hiperlipidica (LPS+HP) — filhotes machos das maes que

receberam dieta hiperlipidica e aplicacdo intraperitoneal de LPS (n = 60).

Informag¢des mais detalhadas sobre o desenho experimental proposto podem ser
revistas no Capitulo 1. Para este capitulo, apenas uma parte do quantitativo total de cada
grupo listado foi utilizado, de forma a se obter um nimero de animais suficiente para
realizacdo dos testes de ansiedade e desempenho motor, além das andlises de inflamagdo e
estado redox na amigdala. Importante frisar que, em cada teste descrito abaixo, foram
aleatoriamente escolhidos entre dois a trés animais de cada ninhada.

Portanto, entre 0 42° e 0 49° dia pds-natal (PN42 a PN49), a prole adolescente realizou
os testes comportamentais (campo aberto, claro-escuro, labirinto em cruz elevado e rotarod).

Esses animais foram eutanasiados no PN50 (n = 24).

3.2 Testes comportamentais

Todos os testes comportamentais foram realizados por um tUnico experimentador na
sala de comportamento do LabNutrex. A sala conta com a presenc¢a de um exaustor e lampada
fluorescente no teto (iluminagdo de 130 lux). Todos os procedimentos descritos foram
realizados pela manha (07:00 as 12:00 horas), em duplo cego, com a realizagdo de filmagens
por uma cidmera (Sony® Handycam) acoplada ao teto da sala, para posterior analise por dois
pesquisadores experientes.

Os filhotes machos realizaram os testes comportamentais entre o PN42 e o PN49,
sendo escolhidos de forma aleatéria para cada teste, mas, levando em consideragdo que 2-3

animais de cada ninhada poderiam executar um mesmo teste. Uma semana antes, todos os
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animais passaram por um procedimento de handling, que foi executado durante os sete dias,
uma unica vez ao dia, durante um minuto. Ademais, cada animal foi levado a sala de
comportamento com uma antecedéncia de 20 minutos antes do inicio do teste, para

aclimatizacao.

3.2.1 Campo Aberto (CA)

O Campo Aberto consiste em uma arena retangular, utilizada para avaliacdo da
atividade locomotora/exploratéria. Essa atividade ¢ estimada através da area percorrida pelos
animais, que pode ser medida em centimetros ou pela contagem dos quadrantes atravessados.
Esse teste também pode ser utilizado para avaliacdo de comportamentos do tipo-ansiedade,
devido a exposi¢do do animal a um ambiente aberto e novo (MONTGOMERY, 1955). O
aparato utilizado consiste em uma caixa de madeira (70 x 70 x 50 cm), com paredes laterais e
o fundo (assoalho) na cor cinza claro, contendo a marcacao de 16 quadrantes (cada qual com

17,5 x 17,5 cm), como ilustrado na Figura 1.

FIGURA 1 — Representacdo da arena de Campo Aberto. Cada animal foi colocado no centro
da arena (demarcacao vermelha) e filmado seus movimentos por 5 minutos.

O procedimento foi realizado de acordo com o que foi descrito por Teixeira et al.
(2020). Cada animal foi colocado no centro da arena do CA e seu comportamento filmado
durante 5 minutos. Ao término de cada teste, a arena foi limpa com etanol 70°. As variaveis
observadas foram: frequéncia de entradas na zona central (definida quando o animal inseria as

quatro patas na zona central); tempo gasto na zona central (tempo gasto no centro/tempo total
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de teste); distancia percorrida (em quadrantes); laténcia para primeira saida da zona central; e

a frequéncia de rearing e grooming (GUEDINE et al., 2018; TEIXEIRA et al., 2020).

3.2.2 Teste de transi¢do claro-escuro

O teste de transi¢do claro-escuro se baseia no conflito do roedor entre a exploragdo a
um ambiente novo e a entrada/permanéncia em uma zona aberta e iluminada.
Preferencialmente, os roedores tendem a permanecer uma quantidade maior de tempo na zona
escura, sendo que, aqueles que frequentam mais a zona clara podem ser classificados com
baixos niveis de comportamento do tipo-ansioso (BOURIN; HASCOET, 2003).

O aparato ¢ constituido de duas zonas no formato de dois quadrados (30 x 30 cm). A
primeira ¢ chamada de zona clara, e ¢ caracterizada por possuir as paredes e o assoalho na cor
branca, além de uma lampada incandescente (haldégena-amarela) em sua lateral. A segunda
tem as paredes ¢ o assoalho na cor preta, com uma lampada de luz vermelha em sua lateral.

As duas zonas sdo conectadas por uma porta retangular com altura de 10 cm (FIGURA 2).

FIGURA 2 — Representacao do Teste de transi¢do claro-escuro. Cada animal foi colocado no
centro da zona clara com a cabega voltada para a porta que conectava as duas zonas. Os
movimentos de cada animal foram filmados por 5 minutos.

O procedimento seguiu o que foi descrito por Dempsey et al. (2019). Cada animal foi
colocado na zona clara com a cabeca voltada para a porta que conecta as duas zonas, sendo
seus movimentos filmados por 5 minutos. Entre cada animal, o aparato era limpo com etanol
70°. Foram avaliados: frequéncia de entradas e o tempo de permanéncia em na zona clara; a
laténcia para a primeira saida da zona clara; além da frequéncia de rearing e grooming.

Ademais a frequéncia de head poke (definido como a emersao de toda a cabega do animal na
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zona clara) apo6s a primeira entrada na camara escura, também foi avaliada (ROJAS et al.,

2016).

3.2.3 Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O Labirinto em Cruz Elevado ¢ um modelo baseado no medo caracteristico de
roedores a espacgos abertos e/ou altos. Quando os roedores sdo expostos ao aparato, ha um
paradigma entre a tendéncia em explorar o espago novo € a sua aversao a esse tipo de
ambiente, sendo este um modelo cléssico para avaliagao de ansiedade (PELLOW et al., 1985).
O LCE consiste em um aparato, confeccionado em madeira, com dois bracos fechados (50 x
10 x 40 cm) perpendiculares a dois bragos abertos (50 x 10 cm) e uma area central (10 x 10
cm). Os quatro bracos estdo elevados a 50 cm de altura do piso da sala. Além disso, cada
brago aberto possui em suas laterais dois apoios de acrilico (1 cm), para evitar possiveis

quedas dos animais (FIGURA 3).

FIGURA 3 — Representagdo do Labirinto em Cruz Elevado. Cada animal foi colocado no
centro do labirinto e seus movimentos filmados por 5 minutos.

O procedimento seguiu o descrito por Teixeira et al. (2020). Cada rato foi colocado na
area central do LCE com a cabega voltada para um dos bragos fechados. O animal
permaneceu isolado na sala de comportamento do LabNutrex e seus movimentos no aparato

foram filmados por 5 minutos. Ao término de cada teste, o LCE foi limpo com etanol 70° para
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evitar a presenca de sinais olfativos. Foram avaliados o nimero de entradas (caracterizada
quando o animal entrava com as quatro patas) em cada braco (fechado ou aberto), e o tempo
de permanéncia neles. Além disso, foram observadas: a frequéncia de idas e o tempo gasto no
final dos bracos abertos (GUEDINE et al., 2018); a frequéncia de “mergulhos” (head
dipping); falsas entradas; rearing e grooming (GUEDINE et al., 2018; RIUL; ALMEIDA,
2020).

3.2.4 Rotarod

O rotarod ¢ um equipamento de desempenho motor/treinamento fisico composto por
quatro baias separadas por paredes laterais. Em cada baia existe um eixo suspenso controlado
por um motor que gira a velocidades determinadas pelo experimentador. Esse teste € utilizado
com o intuito de avaliar tanto o desempenho motor de um roedor, como também a
aprendizagem a uma tarefa que envolve primariamente esforco fisico. A aprendizagem ¢
medida através da progressao que o animal demonstra durante as varias e subsequentes segdes
de treino, ao se manter equilibrado ¢ em movimento em cima do eixo, tendendo a apresentar
sempre uma laténcia de queda maior a cada tentativa. Por sua vez, o desempenho motor ¢
avaliado através da laténcia para a queda no ultimo dia, apds concluidas todas as secoes de
treino (LUH; DAS; BERTOLOTTI, 2017).

O rotarod utilizado possuia 4 baias e uma velocidade que ia de 8 a 48 rotagdes por
minuto (rpm). O protocolo utilizado neste experimento foi descrito previamente por Luh, Das
e Bertolotti (2017). Inicialmente, cada animal era colocado por 1 minuto sob o eixo sem
rotacdo (fase de habituacdo), sendo essa etapa repetida mais duas vezes em intervalos de 10
minutos. Apds uma hora da fase de habituacdo, cada animal era colocado sob o eixo em uma
velocidade inicial de 8 rpm, que subia de forma constante até atingir 48 rpm, com um teto de
tempo para o teste de 5 minutos (48 rpm era atingido por volta de 4 minutos), sendo registrada
a laténcia para a primeira queda do animal. Esse procedimento era caracterizado como a fase
de aprendizado, sendo realizadas 3 tentativas ao dia (15 minutos de intervalo entre cada
tentativa), durante 3 dias consecutivos, totalizando 9 tentativas de aprendizado. No quarto dia,
também chamado de fase teste, o mesmo procedimento realizado na fase de treinos era
repetido (3 tentativas de 5 minutos a cada 15 minutos), sendo computada mais uma vez a

laténcia para a primeira queda (FIGURA 4).
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FIGURA 4 — Representacdo do Rotarod. A laténcia para a primeira queda foi registrada
durante a fase de aprendizados (9 tentativas realizadas em 3 dias consecutivos), e durante a
fase teste (3 tentativas realizadas no dia seguinte a finalizacdo dos treinos). Cada tentativa
tinha duracdo maxima de 5 minutos.

3.3 Eutanasia e analises bioquimicas

Os animais foram decapitados no dia PN50 no periodo da tarde (14:00 as 18:00 horas).
No momento da decapitagdo, o sangue foi coletado a partir do tronco para andlise de
corticosterona. O encéfalo foi rapidamente retirado (aproximadamente 1 minuto) e colocado
em uma solugdo gelada (4°C) de PBS. Apds esse procedimento, a amigdala e as suprarrenais
foram dissecadas e lavadas em PBS e solucdo salina, respectivamente. As suprarrenais foram
pesadas em balanga analitica (precisdo de 0,001g) e calculado o peso relativo (ESCOBAR et
al., 2019). As amigdalas foram imediatamente armazenadas em eppendorf, e levadas ao ultra
freezer (-80°C). Aproximadamente metade das amigdalas retiradas foram destinadas a
avaliacdo do perfil inflamatorio, enquanto a outra metade foi utilizada para determinar o

estado redox.

3.3.1 Estado redox

As amostras foram homogeneizadas em PBS gelado (50mM; pH 7,0; 4°C) e
centrifugadas sob refrigeracdo (4°C) a 750g por 10 minutos. O sobrenadante obtido foi

utilizado para analisar as enzimas antioxidantes (SOD; GST; e catalase — CAT); a capacidade
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antioxidante total ndo-enzimatica (FRAP); e o indice de peroxidacdo lipidica (TBARS)
(FREITAS et al., 2018; MELO et al., 2019). Todas as avaliagdes do estado redox foram
corrigidas de acordo com o total de proteina nas amostras pelo método de Bradford (1976).
As anélises de FRAP, SOD, GST e TBARS foram realizadas de acordo com o que foi descrito
no Capitulo 1.

A atividade da CAT foi avaliada através da metaboliza¢do do peroxido de hidrogénio
(NELSON; KIESOW, 1972). Para realizacdo desse ensaio, foi adicionado 5 uL de peroxido
de hidrogénio (0,3M) a uma solugdo contendo tampao fosfato de potéassio (50mM; pH 7,0;
25°C) e 30 pL de amostra. As leituras eram realizadas em leitor de microplacas a cada 15
segundos durante 1 minuto (a 25°C). A atividade da catalase foi expressa em AE/min/mg de

proteina (FREITAS et al., 2018; MELO et al., 2019).

3.3.2 Perfil inflamatorio: andlise de citocinas

Foram realizadas as analises de citocinas pro-inflamatorias (IL-1B; IL-6; eTNF-a) e
anti-inflamatoria (IL-10) pela técnica de ELISA. Primeiramente, as amostras foram
homogenizadas juntamente com solugdo de extragdo, centrifugadas sob refrigeracdo (4°C) a
2714 g por 10 minutos, e o sobrenadante recolhido, aliquotado e estocado a -80°C. Além
disso, no presente capitulo, as razdes IL-6/IL-10 e TNF-o/IL-10 foram -calculadas e

classificadas como marcadores pro-inflamatorios (PARENT-ROBERGE et al., 2020).

3.3.3 Dosagem de corticosterona

A corticosterona foi avaliada somente no sangue dos animais PN50 pela técnica de
ELISA. Primeiramente, o sangue obtido do tronco no momento da decapitagdo dos animais
foi processado em centrifuga (3500 rpm por 10 minutos) para separagdao do soro e plasma.
Para a dosagem de corticosterona foi utilizado o soro dos animais, de acordo com as
instrucdes do fabricante (R&D Systems®, Minneapolis, EUA). As amostras foram
adicionadas a placa de 96 pocos contendo anticorpo especifico para o analito em questdo, com
a inclusdo também de um diluente (RD1-123), e incubadas durante 2 horas sob agitagdo.
Posteriormente, os pogos foram aspirados e lavados com uma solu¢ao de lavagem por 4
vezes. O conjugado foi entdo adicionado a cada placa, e nova incubagao foi realizada por um

periodo de 1 hora sob agitacdo, seguido de novo procedimento de lavagem. Por fim, foram
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acrescentados a solu¢ao contendo o substrato (seguida de incubacdo a 30 minutos protegido

da luz) e a solugdo stop.

3.4 Analise estatistica

Para andlise estatistica e elaboragdo dos graficos foram utilizados os softwares
Statistica® (versdo 10.0) e GraphPad Prism® (versio 7.0), respectivamente. O software
G*Power (versao 3.1.9.2) foi usado para a analise de poténcia (a err prob = 0,05). A
normalidade da amostra foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os dados foram submetidos
a ANOVA (duas vias; fatores dieta e tratamento) e o teste de Newman-Keuls quando
apropriado (p < 0,05). No teste rotarod, foi utilizada a ANOVA de medidas repetidas, com o
fator tentativas adicionado (seis tentativas durante a fase de aprendizagem; 3 tentativas
durante a fase de teste). Dados ndo-paramétricos foram avaliados pelo teste de Kruskal-Wallis
e o teste de Dunn. Os resultados foram representados como média e desvio padrdo da média

(DPM).
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4 RESULTADOS

4.1 Testes comportamentais

A frequéncia de entradas na zona central do CA demonstrou diferengas significativas
nos fatores: dieta (F1,43)= 6,13, p <0,05; power: 1,00); e interagdo dieta e tratamento (F(, 43,
= 5,16, p < 0,05; power: 1,00). A prole das maes de dieta hiperlipidica entrou menos na zona

central (p < 0,05) do que a prole de dieta padrdo. Na interacao dieta e tratamento, os grupos

HP (p < 0,01) e LPS (p < 0,05) entraram menos na zona central comparados ao grupo

Controle (FIGURA 5A).

FIGURA 5 — Frequéncia de entradas (A) e tempo de permanéncia na zona central (B); além
da distancia percorrida (C) no teste de Campo Aberto. Legenda: Controle — prole das maes
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que receberam dieta padrdo e aplicagdo intraperitoneal de salina; LPS — prole das maes que
receberam dieta padrdo e aplicagdo intraperitoneal de LPS; HP — prole das maes que
receberam dieta hiperlipidica e aplicagd@o intraperitoneal de salina; LPS+HP — prole das maes
que receberam dieta hiperlipidica e aplicagdo intraperitoneal de LPS. Os dados estdo
demonstrados através da média e DPM. n = 11-12; *p < 0,05, ** p < 0,01 (interacdo dieta x
tratamento); #p < 0,05 (fator dieta) usando a ANOVA e o teste de Newman Keuls.

Para o tempo gasto na zona central, diferengas significativas foram reportadas para os
fatores dieta (F (1, 43y = 4,52, p < 0,05; power: 1,00); e interacdo dieta e tratamento (F (1, 43) =
5,70, p < 0,05; power: 1,00). A prole das maes que receberam dieta hiperlipidica permaneceu
um menor tempo na zona central do CA (p < 0,05) comparado com a prole de dieta padrio.
Além disso, o grupo HP demonstrou um menor tempo de permanéncia (p < 0,05) nessa zona
comparado com o grupo Controle (FIGURA 5B).

Em relagdo a distancia total percorrida no CA, diferenca significativa foi observada na
interacdo dos fatores dieta e tratamento (F(1, 43y= 10.60, p < 0.01; power: 1.00). O grupo HP
demonstrou menor locomog¢ao na arena em comparagdao com os grupos LPS+HP (p < 0,05) e
Controle (p < 0,05) (FIGURA 5C).

Os outros comportamentos observados durante o teste de CA estdo descritos na Tabela
1. Uma diferenca significativa foi encontrada em relagdo ao fator dieta (F1, 43y = 12.05, p <
0,01; power: 1,00) na laténcia para a primeira saida da zona central do CA. A prole das maes
que receberam dieta hiperlipidica demorou mais tempo para sair da zona central em
comparagdo com a prole das maes de dieta padrdo. Além disso, foi encontrada também uma
diferenca significativa na interag¢do entre dieta e tratamento (F1, 43y = 2,07, p < 0,05; power:
1,00). O grupo HP demonstrou menor laténcia para sair do centro em relacdo aos grupos LPS,

LPS+HP e Controle.

TABELA 1 — Outros comportamentos avaliados no teste de Campo aberto

Avaliacio Grupos Andlise estatistica
Dieta
Controle  LPS HP LPS+HP Dieta Tratamento X
Tratamento

442+ 392+ 172+ 280+
0290 085 037 0,45°

2423+ 2431+ 2273+ 2692+
1,948 255 281° 245
1,61+ 1,77+ 3,00& 2,08+
027" 034 047 0,55

Laténcia (s) p<00l  p=0,60 p<0,05

Rearing =0,82 p=0,39 p=10,40

Grooming p=0,05 p=0,36 p=0,20

Legenda: Controle — prole das maes que receberam dieta padrao e aplicagdo intraperitoneal de
salina; LPS — prole das maes que receberam dieta padrao e aplicacdo intraperitoneal de LPS;
HP — prole das maes que receberam dieta hiperlipidica e aplicagdo intraperitoneal de salina;
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LPS+HP — prole das maes que receberam dieta hiperlipidica e aplicagdo intraperitoneal de
LPS. Os dados estdo demonstrados através da média e DPM. n = 11-12. Letras diferentes na
mesma linha indicam diferenga significativa entre os grupos (fator dieta x tratamento) pela
ANOVA e teste de Newman-Keuls.

No teste de transi¢ao claro-escuro, em relagdo a frequéncia de entradas na zona clara,
foram reportadas diferencas significativas no fator tratamento (F, 41y = 10,64, p < 0,01;
power: 1,00); e na interacao dieta e tratamento (F(1,41)= 1,14, p < 0,05; power: 1,00). A prole
das maes que receberam o tratamento com LPS demonstrou menor frequéncia de entradas

nessa zona (p < 0,01) em comparagdo com a prole das maes que receberam salina. Além

disso, o grupo LPS demonstrou menor nimero de entradas na zona clara em relagdo aos

grupos HP (p < 0,05) e Controle (p < 0,05) (FIGURA 6A).

FIGURA 6 — Frequéncia de entradas (A) e tempo de permanéncia na zona clara (B) no teste
de transicdo claro-escuro. Legenda: Controle — prole das maes que receberam dieta padrdo e
aplicacdo intraperitoneal de salina; LPS — prole das maes que receberam dieta padrio e
aplicacdo intraperitoneal de LPS; HP — prole das maes que receberam dieta hiperlipidica e
aplicagcdo intraperitoneal de salina; LPS+HP — prole das maes que receberam dieta
hiperlipidica e aplicacdo intraperitoneal de LPS. Os dados estdo demonstrados através da
média e DPM. n = 10-12; *p < 0,05 (interagdo dieta x tratamento); fp < 0,05 (fator
tratamento) usando a ANOVA e o teste de Newman Keuls.

Resultados similares foram encontradas no tempo de permanéncia na zona clara, com
diferencas significativas sendo reportadas para os fatores tratamento (F(1,41)= 11,61, p <0,01;
power: 1,00); e interagdo dieta e tratamento (F(1,41y= 1,56, p < 0,05; power: 1,00). A prole das
maes que receberam aplicagdo de LPS demonstrou menor tempo de permanéncia nessa zona

(p <0,01) em relacdo aos grupos que receberam salina. Ademais, o grupo LPS apresentou
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menor tempo gasto na zona clara em comparagdo com os grupos HP (p < 0,05) e Controle (p
<0,05) (FIGURA 2B).

Nao foi observada nenhuma diferenca em relacao a laténcia para saida da zona clara,
frequéncia de rearing e grooming (independentemente se era executado na zona clara ou na

escura) e numero de head poke. Esses dados estdo demonstrados na Tabela 2.

TABELA 2 — Outros comportamentos avaliados no teste de transi¢ao claro-escuro

Avaliacio Grupos Anilise estatistica
Dieta
Controle LPS HP LPS+HP Dieta Tratamento X
Tratamento

13,38+ 27,02+ 19,71+ 14,99+
4,032 8,80? 4,00* 5,832
Rearing (zona 7,55+ 533+ 7,75+ 4,83 +

Laténcia (s) p=0,38 p=0,51 p=0,36

p=094  p=024 =087

clara) 2,492 2,122 1,54° 1,85?

Rearing (zona 2533+ 2650+ 28,50+ 29,50+ _ _ _
escura) 2,620 289" 1,707 5,17 p =031 p=072 p=098
Grooming 2,11+ 200+ 1,17+ 1,00 +

(zona escura) 0,56 0,63* 0,52 0,36 p=0,10 p =081 p=0,96

+ + + +
Head poke 4,11 5,00 4,58 3,33

067 068 057 076 P00 =080 pm0.14

Legenda: Controle — prole das maes que receberam dieta padrao e aplicagdo intraperitoneal de
salina; LPS — prole das maes que receberam dieta padrao e aplicagdo intraperitoneal de LPS;
HP — prole das maes que receberam dieta hiperlipidica e aplicacdo intraperitoneal de salina;
LPS+HP — prole das maes que receberam dieta hiperlipidica e aplica¢do intraperitoneal de
LPS. Os dados estdo demonstrados através da média e DPM. n = 11-12. Letras diferentes na
mesma linha indicam diferenga significativa entre os grupos (fator dieta x tratamento) pela
ANOVA e teste de Newman-Keuls.

No teste do LCE, nenhuma diferenca significativa foi encontrada em relacdo as
frequéncias de entradas nos bragos abertos, bem como no tempo gasto nesses bragos, tal como

esta demonstrado na Figura 7.
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FIGURA 7 — Frequéncia de entradas (A) e tempo de permanéncia nos bracos abertos (B) no
teste de labirinto em cruz elevado. Legenda: Controle — prole das maes que receberam dieta
padrdo e aplicacdo intraperitoneal de salina; LPS — prole das maes que receberam dieta padrao
e aplicacdo intraperitoneal de LPS; HP — prole das maes que receberam dieta hiperlipidica e
aplicagdo intraperitoneal de salina; LPS+HP — prole das maes que receberam dieta
hiperlipidica e aplicacdo intraperitoneal de LPS. Os dados estdo demonstrados através da
média e DPM. n = 10-11; para analise dos dados foi utilizada a ANOVA e o teste de Newman
Keuls.

Os outros comportamentos avaliados no teste do LCE estdo descritos na Tabela 3. Foi
encontrada diferenga significativa para a frequéncia de head-dipping protegidos, em relagdo
aos fatores tratamento (F(i, 38y = 3,89, p < 0,05; power: 1,00); e interacao dieta e tratamento
(Fa, 38y= 12,05, p < 0,01; power: 1,00). Os grupos em que as maes receberam aplicagdo de
LPS executaram um menor numero de vezes o comportamento de head-dipping protegido em
relacdo aos grupos que receberam salina. Além disso, os grupos LPS, HP e LPS+HP
demonstraram uma menor frequéncia de head-dipping protegido comparados ao grupo

Controle.

TABELA 3 — Outros comportamentos avaliados no teste de Labirinto em Cruz Elevado.

Avaliacio Grupos Analise estatistica
Dieta
Controle LPS HP LPS+HP Dieta Tratamento X
Tratamento

Head-dipping 2,64 £ 0,64+ 1,00+ 1,40 +
(protegido) 0,512 0,21°  0,26° 0,57°
Head-dipping 1,54 + 227+ 1,40+ 2,30+
(desprotegido) 0,452 0,55° 0,45° 0,27%
482+ 318+ 3,60+ 480+ _ _ _
064 044 050 o052 PO p=068 p=009

Idas ao final 2,36 £ 2,54+ 1,60+ 2,20+ p=0,32 p=0,48 p=0,71

p=0,29 p<0,05 p<0,01
p=089  p=0,07 p=0,84

Falsa entrada
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do braco 0,75% 0,45° 0,52° 0,39

aberto
Tempo no 22,90
final do braco 30’57ai + 19’76a 13’83ai p<0,05 p=0,17 p=10,86
8,53 +5,16 2,39
aberto 3,322
21,82
, 13,64 + ’ 18,30 21,00+ _
Rearing 0.84b | 1:43 4 0.60° 1.96° p=0,14 p <0,001 p <0,05
Grooming 237& 191+ 340%3.00% 06 _045 =096

0,58 0,50* 0,79 0,33¢

Legenda: Controle — prole das maes que receberam dieta padrao e aplicagdo intraperitoneal de
salina; LPS — prole das maes que receberam dieta padrao e aplicagdo intraperitoneal de LPS;
HP — prole das maes que receberam dieta hiperlipidica e aplicagdo intraperitoneal de salina;
LPS+HP — prole das maes que receberam dieta hiperlipidica e aplica¢do intraperitoneal de
LPS. Os dados estdo demonstrados através da média e DPM. n = 11-12. Letras diferentes na
mesma linha indicam diferenca significativa entre os grupos (fator dieta x tratamento) pela
ANOVA e teste de Newman-Keuls.

O tempo gasto na parte final dos bracos abertos demonstrou diferenca significativa em
relacdo ao fator dieta (F (1,29)= 4,27, p <0,05; power: 1,00). Os grupos que as maes receberam
dieta hiperlipidica permaneceram menor tempo nessa zona do LCE em relagdo aos grupos que
as maes recebiam dieta padrao (TABELA 3).

A frequéncia de rearing executados no teste LCE demonstrou uma diferenca
significativa em funcdo dos fatores tratamento (F(i, 38y = 18,18, p < 0,001; power: 1,00); e
interacdo dieta e tratamento (F(i, 38y = 4,61, p < 0,05; power: 1,00). A prole das maes que
receberam aplica¢do de LPS realizou mais vezes o comportamento de rearing em relacdo aos
grupos salina. Ademais, os grupos LPS, HP e LPS+HP demonstraram menor frequéncia de
rearing comparados ao grupo Controle (TABELA 3).

Na avaliacdo da capacidade motora, avaliada durante a fase teste do rotarod, nenhuma
diferenga significativa foi encontrada para os fatores: tentativas (p = 0,36), dieta (p = 0,06), e
tratamento (p = 0,91). Adicionalmente, nenhuma diferenca foi reportada durante essa fase
para a interagdo dos fatores dieta e treatmento (p = 0,65); e tentativas, dieta e tratamento (p =

0,30) (FIGURA 8).
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FIGURA 8 — Laténcia para queda nas trés tentativas (T1, T2 e T3) da fase teste do rotarod.
Legenda: Controle — prole das maes que receberam dieta padrao e aplicagdo intraperitoneal de
salina; LPS — prole das maes que receberam dieta padrao e aplicagdo intraperitoneal de LPS;
HP — prole das maes que receberam dieta hiperlipidica e aplicagdo intraperitoneal de salina;
LPS+HP — prole das maes que receberam dieta hiperlipidica e aplicagdo intraperitoneal de
LPS. Os dados estdo demonstrados através da média e DPM. n = 9-11; para anélise dos dados
foi utilizada a ANOVA e o teste de Newman Keuls.

Na avaliacdo da fase de aprendizado do rotarod (TABELA 4), todos os grupos
aumentaram progressivamente a laténcia para a queda do primeiro até o terceiro treino (F s,
280)= 11,87, p <0,001; power: 1,00). Ademais, do terceiro até o sexto treinamento, ndo houve

diferenca significativa na laténcia para a queda entre os grupos.

TABELA 4 — Fase de aprendizado no teste rotarod.

Avaliacio Grupos Andlise estatistica
Dieta
Controle LPS HP LPS+HP Dieta Tratamento X
Tratamento
139,37 169,73
Aprendizado 1 11789’610;t + + 1?;’?8;% p=10,82 p=20,20 p=0,49
’ 24,88 22,992 ’
171,25 192,09
Aprendizado 2 lgg’??f + + 1‘2‘3’?3; p=082  p=036  p=06l
’ 36,07 27,99 ’
215,87 224,55
Aprendizado 3 12;,(1)85: + + 232’?% p=051  p=073  p=028
’ 29,59°  21,67° ’
204,12 223,91
Aprendizado 4 2;2’;81,* + L 2‘2‘(1)’8;* p=038  p=045  p=0,19
’ 38,41°  20,59° ’
. 270,40+ 237,37 250,91 232,00+ B B B
Aprendizado 5 23.97° n 4 27.48 p=0,65 p=0,32 p=0,79
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24,12 25,56°
224,12 268,20
+ +

38,51°  2397°

254,00 +
20,18°

223,27 +

Aprendizado 6 27,03

p=0,81 p=0,18 p=0,78

Legenda: Controle — prole das maes que receberam dieta padrao e aplicagdo intraperitoneal de
salina; LPS — prole das maes que receberam dieta padrao e aplicacdo intraperitoneal de LPS;
HP — prole das maes que receberam dieta hiperlipidica e aplicag@o intraperitoneal de salina;
LPS+HP — prole das maes que receberam dieta hiperlipidica e aplicagdo intraperitoneal de
LPS. Os dados estdo demonstrados através da média e DPM. n = 11-12. Letras diferentes na
mesma coluna indicam diferenga significativa entre os grupos (fator tentativas) pela ANOVA
e teste de Newman-Keuls.

4.2 Estado redox

Para as analises de FRAP, SOD, GST ¢ TBARS da amigdala, ndo foram encontradas
diferencas significativas entre os grupos (FIGURA 9). No entanto, na dosagem da CAT foi
demonstrada diferenca significativa no fator tratamento (F (1,24)= 4,45, p < 0,05; power: 1,00).
Os grupos em que as maes receberam aplicagdo de LPS demonstraram apresentaram maior

atividade dessa enzima em relacdo aos grupos que as maes recebiam aplicacdo de salina

(FIGURA 9D).
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FIGURA 9 — Capacidade antioxidante FRAP (A), atividade da SOD (B), GST (C) e da CAT
(D), além dos niveis de TBARS (E) na amigdala dos animais no 50° dia pés-natal (PN50).
Legenda: Controle — prole das maes que receberam dieta padrao e aplicagdo intraperitoneal de
salina; LPS — prole das maes que receberam dieta padrdo e aplicagdo intraperitoneal de LPS;
HP — prole das maes que receberam dieta hiperlipidica e aplicagdo intraperitoneal de salina;
LPS+HP — prole das maes que receberam dieta hiperlipidica e aplica¢do intraperitoneal de
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LPS. Os dados estdo demonstrados através da média e DPM. n = 6-8; ip < 0,05 (fator
tratamento) usando a ANOVA e o teste de Newman Keuls.

4.3 Analise de citocinas

Na avaliacdo de citocinas da amigdala, diferencas significativas no fator tratamento
foram encontradas para os niveis de IL-6 (F, 25 = 7,72, p < 0,05; power: 1,00) e TNF-a (F(,
25 = 5,03, p < 0,05; power: 1,00). A prole das maes que receberam a aplicagdo de LPS
demonstrou maiores niveis na amigdala de ambas (IL-6: p < 0,01; TNF-a: p < 0,05) em

relacdo a prole de maes que receberam salina (FIGURA 10A-10B).
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FIGURA 10 - Concentracao de IL-6 (A), TNF-a (B), e IL-10 (C) na amigdala dos animais no
50° dia pos-natal (PN50). Legenda: Controle — prole das maes que receberam dieta padrado e
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aplicagdo intraperitoneal de salina; LPS — prole das maes que receberam dieta padrdo e
aplicacdo intraperitoneal de LPS; HP — prole das maes que receberam dieta hiperlipidica e
aplicagdo intraperitoneal de salina; LPS+HP — prole das maes que receberam dieta
hiperlipidica e aplicagdo intraperitoneal de LPS. Os dados estao demonstrados como média e
DPM. n = 7-8; *p < 0,05 (interacdo dieta x tratamento); fp < 0,05 (fator tratamento); #p <
0,05 (fator dieta) usando ANOVA ¢ o teste de Newman Keuls.

Os niveis de IL-10 na amigdala demonstraram diferenca significativa em relagcdo aos
fatores dieta (F(1,24)= 4,34, p < 0.05; power: 1,00); tratamento (F(1,24)= 4,42, p <0,05; power:
1,00); e na interagdo dieta e tratamento (F(1,24)= 0,81, p < 0,05; power: 0,98). Em relacao ao
fator dieta, a prole das maes de dieta hiperlipidica apresentou menores niveis de IL-10 na
amigdala (p < 0,05) em comparagdo com a prole das maes que recebeu dieta padrdo. Para o
fator tratamento, a prole das maes que receberam a administragdo de LPS reportou maiores
niveis de IL-10 (p < 0,05) em relagdo ao grupo de animais que as maes receberam salina.
Além disso, na interacdo entre os fatores, foi observado que o grupo HP possuia menor
concentragdo de IL-10 na amigdala comparado aos grupos LPS (p < 0,05) e Controle (p <
0,05) (FIGURA 10C).

Foi encontrada diferenga significativa na razao IL-6/IL-10 da amigdala para os fatores
da dieta; e na interacdo dieta e tratamento. A prole das maes que recebiam dieta hiperlipidica
demonstrou maior razao IL-6/IL-10 em comparagdo a prole das maes de dieta padrdo.
Ademais, o grupo HP apresentou maior razdo IL-6/IL-10 (p < 0,05) em relacdo ao grupo
Controle (FIGURA 11A). Para a razao TNF-o/IL-10, ndo foi observada nenhuma diferenca
significativa (FIGURA 11B).
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FIGURA 11 — Razdes entre IL-6/IL-10 (A), e TNF-o/IL-10 (B), na amigdala dos animais no
50° dia pos-natal (PN50).  Legenda: Controle — prole das maes que receberam dieta padrao
e aplicagdo intraperitoneal de salina; LPS — prole das maes que receberam dieta padriao e
aplicacdo intraperitoneal de LPS; HP — prole das maes que receberam dieta hiperlipidica e
aplicagdo intraperitoneal de salina; LPS+HP — prole das maes que receberam dieta
hiperlipidica e aplicagdo intraperitoneal de LPS. Os dados estao demonstrados como média e
DPM. n = 7-8; *p < 0,05 (interacdo dieta x tratamento); #p < 0,05 (fator dieta) usando
ANOVA e o teste de Newman Keuls.

4.4 Peso relativo das adrenais e dosagem de corticosterona

O peso relativo das glandulas suprarrenais ndo demonstrou diferenca significativa em
nenhum dos fatores avaliados (FIGURA 12A). No entanto, para a avaliacdo de corticosterona,
uma diferenca significativa foi encontrada para o fator tratamento (F, 27y = 6,07, p < 0,05;
power: 1,00). A prole das maes que receberam aplicacdo de LPS demonstrou maiores niveis

de corticosterona (p < 0,05) sanguinea em comparacdo com a prole das maes que receberam

salina (FIGURA 12B).
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FIGURA 12 — Peso relativo das suprarrenais (A), e niveis de corticosterona sanguineos (B)
dos animais no 50° dia pos-natal (PN50). Legenda: Controle — prole das maes que receberam
dieta padrdo e aplicagdo intraperitoneal de salina; LPS — prole das maes que receberam dieta
padrdo e aplicacdo intraperitoneal de LPS; HP — prole das maes que receberam dieta
hiperlipidica e aplicagdo intraperitoneal de salina; LPS+HP — prole das maes que receberam
dieta hiperlipidica e aplica¢do intraperitoneal de LPS. Os dados estdo demonstrados como
média e DPM. Suprrenais (n = 13-15); Corticosterona (n = 7-8); p < 0,05 (fator tratamento)
usando ANOVA e o teste de Newman Keuls.
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5 DISCUSSAO

A tolerancia ao LPS ¢ um modelo que gera hiporresponsividade a resposta
inflamatoéria, podendo promover protecdo contra aplicagdes subsequentes dessa endotoxina ou
outros estimulos inflamatoérios (SEELEY; GHOSH, 2017). No presente estudo, a associacao
materna entre a reexposicao ao LPS e uma dieta hiperlipidica evitou comportamentos do tipo-
ansiosos na prole através de um mecanismo de tolerancia cruzada. Além disso, a reexposi¢ao
ao LPS preveniu contra a diminui¢do nas concentragdes de IL-10 e o aumento na razao IL-
6/IL-10 proporcionadas pela dieta hiperlipidica, sugerindo um efeito neuroprotetor na
amigdala.

A gestagdo e a lactagdo sdo periodos muito sensiveis para insultos inflamatorios na
prole, que por sua vez, podem predispor a doengas mentais (NAJJAR et al., 2013; SPENCER,
2017). Entre esses insultos, a dieta materna hiperlipidica demonstrou possuir uma forte
associa¢do com a induc¢do de inflamagdo na amigdala da prole, levando a efeitos ansiogénicos
(GLENDINING; FISHER; JASONI, 2018; JANTHAKHIN et al., 2017; SASAKI et al., 2013;
SMITH et al., 2020). No entanto, o mecanismo pelo qual a dieta materna leva a essa
inflamacdo, ¢ dependente da passagem a partir da mae de mediadores inflamatorios para a
prole. Estudos demonstram que a dieta hiperlipidica durante a gestacdo pode proporcionar
essa passagem através da placenta para o feto (AYE; JANSSON; POWELL, 2015;
CALABUIG-NAVARRO et al., 2017; REYNOLDS et al., 2015; SABEN et al., 2013). De
forma semelhante, na lactagdo, essa transferéncia ocorre via leite materno (ARAD et al.,
2017; DI BENEDETTO et al., 2019; PANAGOS et al., 2016; WHITAKER et al., 2017).
Além disso, durante essas fases, a barreira hematoencefalica da prole ndo esta totalmente
desenvolvida, o que permite a chegada dos agentes pro-inflamatdrios ao encéfalo.

No presente estudo, o grupo HP apresentou uma concentracdo mais baixa de IL-10 e
uma maior razao IL-6/IL-10 na amigdala. A IL-6 ¢ uma citocina pro-inflamatoria e seus altos
niveis no encéfalo podem desempenhar um papel na limitacdo da plasticidade e no
comprometimento da migragdo neuronal, crescimento de axonios, formagdo de sinapses e
mielinizagdo (GRAHAM et al.,, 2018b; HE et al., 2005; RUDOLPH et al., 2018;
TCHESSALOVA; POSILLICO; TRONSON, 2018). Em contraste, a IL-10 ¢ uma citocina
anti-inflamatdria, liberada como um processo compensatorio durante a inflamagdo para
retorno & homeostase. Sua ativagcdo esta envolvida na inibicdo de outras citocinas pro-

inflamatorias, como TNFa, IL-1p e IL-6 (ALMEIDA et al., 2020; KWILASZ et al., 2015).
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Além disso, insuficiéncias na sinalizagdo de IL-10 tém sido implicadas em disturbios
neuropsiquiatricos, enquanto seu aumento estd relacionado a melhora em patologias
relacionadas a neuroinflamagao (ALMEIDA et al., 2020; KWILASZ et al., 2015; MUNSHI;
PARRILLI; ROSENKRANZ, 2019; TECHE et al., 2017). Nesse contexto, os resultados aqui
apresentados indicam que o grupo HP obteve um perfil pro-inflamatério na amigdala, devido
as concentragdes mais baixas de IL-10 e também a uma maior razdo IL-6/IL-10. Estudos
anteriores reportaram que a inflamacdo no complexo amigdaloide pode induzir
comportamentos semelhantes aos da ansiedade (SASAKI et al., 2013, 2014).

Por outro lado, a prole das maes que receberam a reexposi¢do ao LPS (grupos LPS e
LPS+HP), apresentaram um aumento nos niveis de IL-6, TNFa e IL-10 na amigdala. A
demonstragdo do aumento das citocinas pro-inflamatorias (IL-6 ¢ TNFa) e anti-inflamatoria
(IL-10) indica uma resposta compensatdria para conter o excesso de mediadores inflamatérios
(LEITE et al., 2016). Esta resposta compensatoria ja foi demonstrada na literatura em
diferentes modelos de tolerancia ao LPS (BISWAS; LOPEZ-COLLAZO, 2009; HOBBS et
al., 2018; LEITE et al., 2016; MUSAELYAN et al.,, 2018; VERGADI; VAPORIDI,
TSATSANIS, 2018), e pode estar envolvida na regulacdo positiva do miR-21 e na regulagao
negativa do miR-98 (JI et al., 2018; LIU et al., 2011; NAHID et al., 2013; SHEEDY, 2015;
SHEEDY et al., 2010). Portanto, sugere-se que a prole das maes que receberam LPS (grupos
LPS e LPS+HP) obtiveram um aumento de IL-10 através de um mecanismo compensatorio,
para conter uma inflamagao inicial na amigdala. Além disso, os resultados do estado redox
indicam um aumento na enzima CAT nesses grupos. O aumento da capacidade antioxidante
na amigdala estd também associado a prevencdo de comportamentos tipo-ansiosos
(CANEVER et al. 2018; OLUGBEMIDE et al. 2020; DOS SANTOS et al. 2017). Em
conjunto, esses resultados indicam um efeito protetor da tolerancia ao LPS na amigdala da
prole, divergindo do que foi demonstrado para o grupo HP.

A ativagdo imune materna e/ou a administracao de dietas hiperlipidicas maternas no
inicio da vida podem também levar a disfuncdes no eixo HPA (BABRI; DOOSTI; SALARI,
2014; BAKER et al., 2017; BASTA-KAIM et al., 2011; NIU et al., 2019; ZHAO et al., 2020).
Além de suas fungdes neuroendocrinas de resposta ao estresse, o eixo HPA responde a
ativacdo imunologica (SOCH; SPENCER, 2020). Este processo ocorre por meio da liberagao
de corticosterona na corrente sanguinea, apos a estimulacdo das glandulas suprarrenais pelo
hormonio adrenocorticotrépico. A corticosterona atua inibindo a atividade do NF«kB nas

células imunolodgicas, diminuindo a transcri¢do de citocinas pro-inflamatoérias (DONG et al.,
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2018; SOCH; SPENCER, 2020). No presente estudo, foi observado aumento dos niveis de
corticosterona no sangue dos grupos em que as maes receberam LPS (grupos LPS e
LPS+HP). Em um estudo anterior com a utilizagdo de um modelo de tolerancia ao LPS, altos
niveis de corticosterona e citocinas anti-inflamatorias foram relatadas (URBACH-ROSS;
KUSNECOV, 2007). Dessa forma, os resultados aqui reportados indicam um possivel
mecanismo de feedback da liberagdo de corticosterona para controlar a resposta inflamatoria
(SOCH; SPENCER, 2020). Essa suposi¢ao reforca a possibilidade de ter ocorrido uma
resposta compensatdria anti-inflamatdria na prole de maes que receberam a tolerancia ao LPS.

Pode-se dizer que, no encéfalo, a regido determinante na interpretagdo das ameacas
ambientais ¢ a amigdala, possivelmente relacionada a comportamentos de ansiedade e medo
em roedores (CALHOON; TYE, 2015; TOVOTE; FADOK; LUTHI, 2015). No presente
trabalho, o grupo HP demonstrou um comportamento tipo-ansioso no teste do CA, visto que
reportaram uma menor frequéncia e tempo gasto na zona central, menor laténcia para deixar
essa zona, além de baixa locomog¢do. Em geral, roedores evitam entrar ¢ permanecer na area
central do CA, o que pode ser classificado como uma medida da ansiedade desse animal
(HARRO, 2018). A menor locomogao apresentada pelo grupo HP também pode ser entendida
como maior ansiedade, devido ao baixo interesse em explorar um novo ambiente. E
importante observar que nenhum dos grupos do presente estudo demonstrou déficit motor nas
fases de aprendizagem e teste do rotarod, indicando que a menor locomog¢ao do grupo HP
estava somente relacionada a um comportamento tipo-ansioso desse grupo (HARRO, 2018;
MONTIGLIO et al., 2010).

Em consonancia com esses resultados do CA, a prole das maes que receberam dieta
hiperlipidica (grupos HP e LPS+HP) apresentou menores frequéncias de head-dipping
protegido e de tempo de permanéncia no final do brago aberto, ambos no teste de LCE. Esses
resultados podem indicar ansiogénese e também prejuizo na busca por novidades (GOMEZ;
GARCIA-GARCIA, 2017, WALF; FRYE, 2007). Além disso, varios outros estudos
apresentaram efeitos ansiogénicos na prole de dietas maternas com alto teor de gordura
(BUFFINGTON et al., 2016; SASAKI et al., 2013; WINTHER et al., 2018). Tendo em vista o
perfil pré-inflamatorio apresentado pelos animais do grupo HP, sugere-se que essa inflamagao
no complexo amigdaloide possa ter sido o fator desencadeador do comportamento tipo-
ansioso nesses animais.

Um resultado ndo esperado foi o apresentado pelo grupo LPS, que reportou um

comportamento tipo-ansioso, ao entrar e passar menos tempo na zona clara do teste de
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transicao claro-escuro. Esse grupo também demonstrou frequéncias menores de entradas na
zona central do CA, e na execucao de head-dipping protegido no LCE, ambos em comparagao
com o grupo Controle. Além disso, a prole de maes que receberam aplicagdao de LPS (grupos
LPS e LPS+HP) apresentaram niveis mais elevados de corticosterona no sangue.
Concentragdes elevadas desse hormdnio podem causar alteragdes na plasticidade da amigdala,
devido a alta concentragdo de receptores de glicocorticoides no complexo amigdaloide
(SASAKI et al., 2013, 2014). Ademais, a liberacdo de corticosterona na corrente sanguinea,
por si s6, pode levar a ansiogénese (KOE; ASHOKAN; MITRA, 2016; MITRA;
SAPOLSKY, 2008).

Estudos mostram que a tolerancia ao LPS ¢ efetiva para prevenir alteragdes
comportamentais em roedores (BANASIKOWSKI et al., 2015; MUSAELYAN et al., 2018).
No entanto, em alguns casos, a administragcdo repetida de LPS pode produzir inflamacgado e
efeitos deletérios no comportamento (BASTA-KAIM et al., 2015, 2011). Em consonancia
com esses fatos, a aplicagdo de LPS ja induziu maior ansiedade no teste de transi¢ao claro-
escuro anteriormente (DEPINO, 2015; LUCCHINA et al., 2010). Os resultados aqui relatados
indicam que o grupo LPS apresentou alguma altera¢do nos circuitos envolvidos na ansiedade,
possivelmente por meio das elevagdes da inflamagdo na amigdala e/ou da hiperatividade do
eixo HPA. Ademais, ¢ importante discutir que a principal diferenga do teste de transi¢ao
claro-escuro para o teste do CA ¢ a iluminagdo (ARRANT; SCHRAMM-SAPYTA; KUHN,
2013). A iluminagdo da arena de claro-escuro representa um contexto neurobioldgico de
aversdo diferente, que pode gerar resultados distintos conforme os tratamentos dos animais.
Esse fato pode ter sido responsavel pelas diferentes respostas de ansiedade observadas nos
grupos HP e LPS, principalmente em relacdo aos testes do CA e transicdo claro-escuro,
respectivamente.

A principal hipdtese do presente capitulo era que a reexposi¢do ao LPS poderia
promover uma tolerancia cruzada a dieta hiperlipidica materna, resultando em uma prevencao
na alteracdo dos comportamentos tipo-ansiedade na prole. Usando um protocolo semelhante
ao presente estudo, Huang et al. (2015), demonstraram maiores concentragdes de IL-6 e TNF-
a no hipocampo da prole de maes que receberam apenas a dieta hiperlipidica. Por outro lado,
nesse mesmo estudo, a prole das maes que receberam reexposicao ao LPS em associagdo a
dieta hiperlipidica apresentou niveis semelhantes de IL-6 e TNF-o em relacdo ao grupo
controle (HUANG et al., 2015). Dessa forma, o presente trabalho ¢, possivelmente, o primeiro

a relatar uma resposta compensatoria anti-inflamatéria na amigdala, obtida através da
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reexposicao materna ao LPS em associagdo com a dieta hiperlipidica, sem gerar prejuizos nos
comportamentos do tipo-ansiedade na prole.

No entanto, as razoes pelas quais os grupos que receberam o LPS (LPS e LPS+HP) se
comportaram de maneira diferente nos testes de ansiedade, em especial no teste de transigao
claro-escuro, ndo estdo bem estabelecidas. A hipdtese levantada ¢ de que apenas quando ha
uma associacdo entre a dieta hiperlipidica e a reexposicdo ao LPS na mae, ¢ que ocorre o
efeito de protecdo nos comportamentos do tipo-ansiedade na prole. Suportando esse
argumento, Huang et al. (2015) demonstrou degenera¢ao neuronal na prole das maes que
receberam somente a reexposicdo ao LPS. Em contraste, essas alteragdes morfologicas nao
foram encontradas na prole das maes que receberam a combinagdo de dieta hiperlipidica e
reexposicdo ao LPS. Possivelmente, as duas fontes inflamatdrias associadas (dieta
hiperlipidica e LPS) promoveram uma maior resposta de tolerdncia, levando a processos
neuroadaptativos que conferiram uma maior protecao a amigdala e prevenc¢ao da altera¢ao nos
comportamentos tipo-ansiedade. No entanto, mais estudos precisam ser realizados para
elucidar melhor esse efeito.

Algumas limitagdes foram observadas para este capitulo. Em primeiro lugar, seria
necessaria a realizacdo de uma andlise morfologica dos encéfalos desses animais,
especialmente da amigdala basolateral (CALHOON; TYE, 2015; JANTHAKHIN et al., 2017;
ULLRICH et al, 2018). Essa analise ajudaria na identificacio de um possivel
comprometimento no desenvolvimento neuronal dos animais e poderia ser realizada em
diferentes fases, como no nascimento, ao desmame e durante a adolescéncia. Segundo, fica
como sugestdo para os proximos estudos a avaliacdo dos marcadores de ativacao da microglia
na regido da amigdala, bem como o uso de animais knockout para a expressao de IL-10, e,
também, experimentos com ablagdo microglial. Terceiro, ¢ importante entender melhor qual o
real papel do eixo HPA no efeito promovido pela reexposi¢do materna ao LPS, além da
interacdo deste eixo com a amigdala (principalmente via corticosterona). Para tanto, sdo
sugeridas as avaliagdes: resposta da corticosterona a diferentes estressores; dosagem de outros
marcadores inflamatorios e da expressdo do fator liberador de corticotropina no hipotalamo;
além da expressao de receptores de glicocorticoides e mineralocorticoides na amigdala (NIU
et al., 2019). Por fim, ¢ preciso entender melhor os motivos das diferengas apresentadas pelos
grupos LPS e LPS+HP nos testes de ansiedade. Para isso, estudos futuros com a utilizagdo de
dietas com menores concentragdes de gorduras, bem como a utilizacdo de acidos graxos poli-

insaturados, poderiam ser uteis para verificar se somente a interacdo dos dois fatores
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inflamatérios (dieta hiperlipidica e LPS) é capaz de proporcionar o efeito protetor na
amigdala.

Em resumo, este estudo demonstrou o efeito protetor da reexposicdo ao LPS
promovido na amigdala da prole de maes que receberam dieta hiperlipidica. O efeito de
tolerancia cruzada parece ser gerado a partir de um mecanismo compensatorio em resposta a
uma inflamacao inicial, prevenindo alteragdes nos comportamentos do tipo-ansiedade nesses
animais. Os agonistas de TLR4 tém sido usados para promover um efeito imunomodulador,
aumentando a resisténcia a inflamagdo (HERNANDEZ et al., 2019) e na contencao de
processos neurodegenerativos (VENEZIA et al., 2017). Portanto, o efeito de tolerancia com
acao final anti-inflamatoria apresentado no presente estudo, pode ser utilizado futuramente
para prevenir o desenvolvimento dos transtornos de ansiedade. Isso € particularmente
importante, pois j4 foi demonstrado em humanos uma forte correlagdo entre disfungdes
precoces na conectividade da amigdala com comportamentos relacionados a transtornos do
medo ¢ ansiedade na infincia e adolescéncia (GRAHAM et al., 2016, 2018a, 2019; QIN et al.,
2014).
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6 CONCLUSOES

A combinacdo de uma dieta hiperlipidica e a reexposi¢do ao LPS na mae resultou na
protecao da amigdala da prole, por meio de uma resposta compensatéria anti-inflamatoria.
Esse efeito de tolerancia cruzada pode ter evitado o desenvolvimento de comportamentos do
tipo-ansiosos nesses animais, diferentemente do que aconteceu com as proles das maes que

receberam apenas a dieta hiperlipidica ou somente a aplicagao de LPS.
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