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Uns

Uns, com os olhos postos no passado,
Veem o que ndo veem: outros, fitos
Os mesmos olhos no futuro, veem

O que nao pode ver-se.

Por que tao longe ir pbr o que esta perto —
A seguranca nossa? Este é o dia,

Esta é a hora, este 0 momento, isto

E quem somos, e é tudo.

Perene flui a interminavel hora

Que nos confessa nulos. No mesmo hausto
Em que vivemos, morreremos. Colhe

O dia, porque és ele.

Ricardo Reis (heterénimo de Fernando Pessoa)
(REIS, 2007, p. 49).



RESUMO

Doencgas do neurodesenvolvimento como o autismo e esquizofrenia acometem cerca
de 1% da populagdo mundial. Eventos que ocorrem durante o desenvolvimento,
como a ativacdo imune materna, tém sido relacionados com a apresentacao destas
doencas. Estudos em roedores corroboram que a prole exposta a ativagao imune
materna apresenta alteragcdes comportamentais que sdo observadas na vida adulta.
Dentro do exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar, em camundongos
machos, os efeitos da administracdo de dextrocetamina nas alteragdes
comportamentais e moleculares induzidas pela ativagcdo imune materna. Fémeas
gestantes receberam administragdo de LPS (100 pg/kg) ou salina (1 ml/kg) no 15° e
16° dia gestacional. A prole destas fémeas foi alocada nos grupos controle, grupo
dextrocetamina (DEX), grupo ativacao imune materna (MIA) ou MIA+DEX de acordo
com a administragao de dextrocetamina (20 mg/kg) ou salina (1 ml/kg) no periodo do
36° ao 50° dia pos-natal. No 60° dia pos-natal os animais foram testados no labirinto
em Y, para a analise de memoaria espacial de trabalho, e no 62° dia pds-natal foram
testados no campo aberto, para analise do comportamento relacionado a ansiedade
e interagao social. No 63° dia pds-natal foram coletadas amostras do coértex pré-
frontal, hipocampo e cerebelo para analise da expressédo génica das citocinas IL-13,
IL-6, TNF-a e TGF-B1. Nos testes comportamentais, os resultados demonstraram
que dextrocetamina preveniu o0 aumento da ansiedade experimental e a reducao da
interacao social induzidas pela ativacdo imune materna. A analise da expressao
génica no cerebelo demonstrou que a dextrocetamina preveniu o aumento na
expressdao de TNF-a induzido pela ativacdo imune materna. No hipocampo, a
dextrocetamina induziu aumento da expressdao de TGF- 31 e no cortex pré-frontal
preveniu o aumento da expressao de IL-1p3, IL-6, e TGF-B1. Assim, concluimos que
a administragao de dextrocetamina previne o aumento da ansiedade experimental e
a reducdo da interacdo social induzidos pela ativacdo imune materna, associado a

regulagcédo da expressao de citocinas no cerebelo, hipocampo e cortex pré-frontal.

Palavras-chave: cetamina. distlurbios do neurodesenvolvimento. citocinas.



ABSTRACT

Neurodevelopmental disorders such as autism and schizophrenia impact
about 1% of the world's population. Events that occur during development, such as
maternal immune activation, have been linked to the appearance of these diseases.
Rodent studies support that offspring exposed to maternal immune activation exhibit
behavioral changes that are observed in adulthood. The present study aimed to
evaluate, in male mice, the effects of arketamine administration on behavioral and
molecular alterations induced by maternal immune activation. Pregnant females
received administration of LPS (100 ug/kg) or saline (1 ml/kg) on gestational days 15
and 16. The offspring were allocated to control, DEX, MIA, or MIA+DEX groups
according to arketamine (20 mg/kg) or saline (1 ml/kg) administration in the period
from postnatal day 36 to 50. On postnatal day 60, the animals were tested in the Y
maze for spatial working memory analysis, and on postnatal day 62, they were tested
in the open field for analysis of anxiety-related behavior and social interaction. On a
postnatal day 63, samples from the prefrontal cortex, hippocampus, and cerebellum
were collected for analysis of gene expression of the cytokines IL-1[3, IL-6, TNF-q,
and TGF-B1. In behavioral tests, the results showed that arketamine prevented the
increased experimental anxiety and reduced social interaction induced by maternal
immune activation. Gene expression analysis in the cerebellum demonstrated that
arketamine prevented the increase in TNF-a expression induced by maternal
immune activation. In the hippocampus, arketamine induced increased expression of
TGF- B1 and in the prefrontal cortex, it prevented the increased expression of IL-1p3,
IL-6, and TGF-B1. Therefore, we conclude that arketamine administration prevents
the increase in experimental anxiety and reduction in social interaction induced by
maternal immune activation, associated with the regulation of cytokine expression in

the cerebellum, hippocampus, and prefrontal cortex.

Key words: ketamine. neurodevelopmental disorders. cytokines.
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1 INTRODUGAO

O neurodesenvolvimento comeca antes do nascimento e continua na vida pos-
natal. O programa genético inerente somado as modificacdes epigenéticas e eventos
ambientais organiza a formag¢ao de uma rede neural estrutural e funcional complexa,
0 conectoma, através de processos minuciosamente orquestrados. Dada a sutileza
desses processos, 0 sistema nervoso é consideravelmente vulneravel durante o seu
desenvolvimento. Eventos ocorrendo nesse periodo critico sdo potencialmente
indutores de danos que podem ser permanentes (ESTES; MCALLISTER, 2016).
Alguns desses eventos sao reconhecidos hoje como fatores de risco para o
desenvolvimento de doengas como transtorno do espectro autista (TEA),
esquizofrenia, paralisia cerebral, epilepsia, depressdo e déficits cognitivos
(KNUESEL; CHICHA; BRITSCHGI; SCHOBEL et al., 2014).

Estudos epidemiolégicos sugerem que uma infeccdo durante o periodo
gestacional é um fator de risco para a apresentacdo de doengas do
neurodesenvolvimento. Evidéncias sugerem que a ativagado imune materna (MIA, do
inglés maternal immune activation) pode ser um evento prejudicial ao sistema
nervoso, expondo o embrido/feto a condi¢gdes adversas por modificar as condi¢des de
funcionamento da interface materno-fetal e/ou por acdo direta no organismo em
desenvolvimento (LU-CULLIGAN; IWASAKI, 2020). A MIA pode ser definida como a
ativagao e resposta do sistema imune inato e/ou adaptativo de uma gestante a um
agente infeccioso ou n&o-infeccioso. Na auséncia de um agente infeccioso a MIA pode
ser desencadeada por estresse, doencga autoimune, asma, alergia e outros ativadores
da resposta imune (JIANG; COWAN; MOONAH; PETRI, 2018; ZENGELER; LUKENS,
2021).

Apesar da MIA ser necessaria e originalmente protetiva, pode imprimir
alteracbes nos sistemas imune e nervoso do feto por si s6, bem como, influenciar a
vulnerabilidade a outros fatores de risco posteriormente durante a vida. Diversos
trabalhos tém apontado a participagao de vias de sinalizagao originalmente estudadas
na resposta imune atuando também no desenvolvimento e funcionamento do sistema
nervoso (MOR; ALDO; ALVERO, 2017). Citocinas, como IL-1pB, IL-6, TGF- e TNF-q,
podem ser detectadas em tecidos embrionarios e extraembrionarios, e variagdes na
expressao dessas moléculas, como na MIA, pode influenciar diversos processos do
neurodesenvolvimento, promovendo alteracbes no funcionamento do sistema
nervoso, bem como no comportamento (LU-CULLIGAN; IWASAKI, 2020). Estudos
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com modelos experimentais de MIA em roedores tém possibilitado elucidar
mecanismos envolvidos com as alteragdes comportamentais apresentadas pela prole
que sao relacionados com os sintomas de doengas como a esquizofrenia, TEA e
depressao (SOLEK; FAROOQI; VERLY; LIM et al., 2018). Levando em considerag&o
a interacao entre os sistemas imune e nervoso e o potencial da MIA para induzir um
desbalanceamento nessa interagcao, drogas com potencial para modular ambos os
sistemas, como a dextrocetamina, podem ser testadas para verificar sua capacidade
de prevenir as alteragcdes observadas na prole exposta a MIA.

A (D/E)-cetamina € composta por uma mistura racémica dos enantidmeros
escetamina e dextrocetamina. A escetamina é utilizada para o tratamento da
depressao em pacientes com resisténcia ao tratamento convencional, demonstrando
efeito antidepressivo rapido e duradouro (ANVISA, 2020; RIGGS; GOULD, 2021).
Apesar do uso da escetamina como antidepressivo, seus efeitos colaterais
indesejados podem limitar sua utilizacdo (YANG; YANG; LUO; HASHIMOTO, 2019).
Levando em consideragao as limitagbes no uso da escetamina, € de interesse testar
a dextrocetamina em modelos animais de doengas do neurodesenvolvimento, pois
esta molécula apresenta menos efeitos colaterais e efeitos antidepressivos mais
significativos que a escetamina (CHANG; ZHANG; PU; QU et al., 2019). Dentro do
exposto, esse trabalho objetiva analisar a capacidade da dextrocetamina para prevenir

as alteragbes comportamentais e na expresséo génica induzidas pela MIA.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Ao final do periodo embrionario as estruturas rudimentares do encéfalo séo
estabelecidas juntamente com os outros componentes do sistema nervoso central e
periférico. O periodo subsequente de neurodesenvolvimento se estende até o final da
gestacéo e continua apdés o nascimento. O neurodesenvolvimento se da através de
processos que sao compartilhados entre seres humanos e camundongos, embora a
duragédo e o periodo da vida em que esses processos acontecem seja diferente.
Durante o periodo fetal ha um rapido crescimento e formacéo de estruturas corticais
e subcorticais, incluindo as bases estruturais da principais vias nervosas, através dos
axdnios (KOSTOVIC; JOVANOV-MILOSEVIC, 2006). A medida que se desenvolvem,
0s neurdnios migram para diferentes areas do sistema nervoso, onde iniciam suas
conexdes com outros neurdnios. Assim, as mudangas morfolégicas macroscopicas
sao sustentadas pelas mudangas que ocorrem a nivel celular e molecular. As
mudangas estruturais altamente reguladas que acontecem a nivel micro e
macroscopico podem ser refletidas no comportamento, posteriormente na vida adulta
(STILES; JERNIGAN, 2010).

Eventos ambientais que perturbam a homeostase de um organismo podem
influenciar o desenvolvimento e amadurecimento do sistema nervoso e assim, desviar
o curso do neurodesenvolvimento normal em um processo de reprogramacao génica.
As evidéncias sugerindo que a MIA € um desses eventos que perturba a homeostase
e torna-se um fator de risco para doencas do neurodesenvolvimento esta em
concordancia com a teoria da origem desenvolvimentista da saude e doenga (DOHaD,
do inglés developmental origins of health and disease) que propde que as
experiéncias ambientais pré-natais e durante os primeiros anos de vida do individuo
podem afetar sua saude e susceptibilidade a doengas ao longo da vida (GILLMAN,
2005). De acordo com a DOHaD as experiéncias ambientais podem induzir respostas
adaptativas que se antecipam as exigéncias ambientais posteriormente e determinam
como o individuo interage com o meio. O grau de adaptagdo entre o ambiente inicial
e a real demanda posterior estariam relacionados ao risco de apresentacdo de
doencas (DOI; USUI; SHIMADA, 2022).

Admite-se que doencas complexas como a esquizofrenia, TEA e depressao
surgem de interagdes entre genes e 0 ambiente ao longo do tempo. Assim, uma das
possiveis explicacdes para a relacdo entre eventos ambientais e o desfecho na saude

e susceptibilidade a doenca, na DOHaD, é a epigenética. A epigenética € um
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mecanismo molecular que altera a expressao dos genes por alteragdes quimicas sem
modificar a sequéncia do genoma, refletindo a interagéo entre fatores ambientais e
genéticos. As adaptagdes epigenéticas podem ocorrer por meio da metilagdo dos
pares de bases, modificagao de histonas e acdo de microRNAs nao codificantes. Basil
e colaboradores demonstraram que a indugdo da MIA em camundongos no dia
gestacional (DG) 9 promove alteragées de metilagdo que permanecem até o periodo
da adolescéncia (BASIL; LI; DEMPSTER; MILL et al., 2014). Entretanto, ao longo do
desenvolvimento, mecanismos diversos podem regular a reposta as perturbagdes
ambientais, o que depende do tipo e gravidade da exposi¢cdo, janela de
vulnerabilidade do sistema nervoso e sexo do organismo (BALE, 2015). A Figura 1
demonstra como a MIA, em roedores e seres humanos, pode perturbar diversos
processos essenciais para o neurodesenvolvimento e agir como um evento que

promove alteragdes a longo prazo, seja a nivel molecular ou funcional.

Figura 1. O neurodesenvolvimento ocorre através de processos regulados que sao
compartilhados entre seres humanos (superior) e roedores (inferior), contudo, o periodo destes
processos difere entre as espécies. Sao mostrados alguns processos importantes para o
neurodesenvolvimento (barras horizontais em vermelho) e para o desenvolvimento do sistema
imune (barras horizontais em roxo). A figura mostra os processos do neurodesenvolvimento
podem ser afetados pela MIA induzida nos DG 15 e 16(GUMA; PLITMAN; CHAKRAVARTY,
2019). A, ano; DG, dia gestacional; DPN, dia pés-natal.

Periodo Gestacional (trimestre) Nascimento Adolescéncia s 1dade Adulta

Al3

Ativagio Imune
Materna
(DG 15 ¢ 16)
jmmm e ——m——— i
- | '
T Ll
DG1 DG20 DPN21 DPN3S DPN6O
Periodo Gestacional Desmame Adolescéncia Idade Adulta

Nascimento

Fonte: Oliveira (2022).

A ligagao entre infeccbes (um dos mecanismos para desencadear a MIA)

durante a gestagao e doencgas do neurodesenvolvimento € discutida ha anos. Por
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exemplo, foi observado na pandemia de rubéola em 1964 que a apresentacao de TEA
foi de 7,5% nos individuos nascidos a partir da populagao exposta a infecgao (CHESS,
1971). Décadas depois, outro estudo observou uma incidéncia de 20% no diagnostico
de esquizofrenia entre nascidos de maes que foram diagnosticadas com rubéola
(BROWN, 2006). Em contraste, o TEA e a esquizofrenia tém uma prevaléncia de cerca
de 1% cada, na populagédo geral (ESTES; MCALLISTER, 2016). No Brasil, a
apresentacao de diversos casos de microcefalia entre 2015 e 2016 recebeu grande
atencdo publica em decorréncia dos efeitos sobre o neurodesenvolvimento
associados a infecgdo pelo virus Zika em gestantes (SADEGHIEH; SARGEANT;
GREER; BERKE et al., 2021). Atladéttir e colaboradores (ATLADOTTIR; THORSEN;
JSTERGAARD; SCHENDEL et al., 2010), em um estudo realizado a partir do sistema
de registros de saude da Dinamarca (dados de 1,5 milhdes de criangas nascidas entre
1980 e 2006), demonstraram associagao entre o diagnostico de TEA e infecgdes virais
durante o primeiro trimestre de gestacao e infecgdes bacterianas no segundo trimestre
de gestagéo.

Outro exemplo é a infeccéo por Toxoplasma gondii, que se adquirida durante a
gestacao apresenta consideravel transmissao vertical e repercussdes para a prole que
variam desde a morte pré-natal a danos neuroldgicos, oculares e infecgao latente por
T. gondii. O T. gondii € um parasita intracelular que infecta cronicamente, a nivel
global, cerca de 25% da populagdo humana. A infec¢ao cronica latente pode se tornar
ativa na presenca de incompeténcia do sistema imune (MATTA; RINKENBERGER,;
DUNAY; SIBLEY, 2021). Estudos tém demonstrado que a infecgdo por T. gondii,
assim como a infeccao por virus e bactérias, esta associada com um maior risco para
o desenvolvimento de esquizofrenia pela prole (MORTENSEN; NOGRGAARD-
PEDERSEN; WALTOFT; SYRENSEN et al., 2007; XIAO; BUKA; CANNON; SUZUKI
et al., 2009).

Desde dezembro de 2019, quando a Organizagcdo Mundial de Saude foi
comunicada sobre alguns casos de pneumonia de etiologia desconhecida na cidade
de Wuhan, China, a doenga do coronavirus 2019, causada pelo virus SARS-CoV-2,
se alastrou pelo mundo. Alguns estudos pontuam que gestantes infectadas pelo
SARS-CoV-2 tém maior chance de hospitalizacdo, admissado na unidade de terapia
intensiva e necessidade de ventilagdo mecanica (WASTNEDGE; REYNOLDS; VAN
BOECKEL; STOCK et al., 2021), embora n&o seja um consenso. Além da infecgao, a

resposta imunoldgica vigorosa e as complicagdes multissistémicas da COVID-19,
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outros fatores de risco podem ser considerados no periodo da pandemia do SARS-
CoV-2, como o estresse causado pelo medo de adoecer/morrer, isolamento social e
inseguranga. Nesse contexto, a pandemia do SARS-CoV-2 pode ser um fator de risco
consideravel para a apresentagdo de doencas do neurodesenvolvimento
(MCDONALD; MEW; HAWLEY; LOWE, 2021). Ademais, a pandemia do SARS-CoV-
2 — e a possibilidade de propagacgao de outros patégenos futuramente — sublinha a
necessidade de melhorar o entendimento de como eventos no estagio
embrionario/fetal podem promover disturbios sobre o neurodesenvolvimento e
aumentar a sensibilidade a outros fatores de risco para o desenvolvimento de doencas
neuroldgicas e psiquiatricas.

A populagdo humana apresenta uma grande heterogeneidade quanto a
genética, comportamento e ambiente onde vive, de modo que eventos como a MIA
podem variavelmente influenciar a susceptibilidade a doengas (GILLMAN, 2005).
Ademais, as evidéncias oriundas de estudos epidemioldgicos, mostrando correlagao
entre a MIA e a apresentacio de doencgas do neurodesenvolvimento na prole, embora
fornegam informag¢des importantes para a compreensdo da etiologia, ndo sao
suficientes para demonstrar causalidade entre o evento pré-natal e o diagnédstico da
doenca psiquiatrica. Em paralelo, os estudos clinicos tém limitagdo metodoldgica para
explorar os mecanismos moleculares subjacentes a MIA, pois nao é possivel realizar
procedimentos invasivos para a coleta de amostras bioldgicas. Outro fator importante
nos estudos com humanos é a impossibilidade de diferenciar se as repercussdes
sobre o feto sdo causadas pelo patégeno ou pela MIA, bem como, identificar se ha
sinergismo com eventos pos-natais para aumentar o risco de doengas na prole.

Levando em consideragdo esses desafios metodoldgicos para estudar a MIA
em seres humanos, a pesquisa com animais de laboratoério torna-se essencial para
identificar mecanismos os fisiopatoldgicos e compreender como a MIA é capaz de
influenciar o neurodesenvolvimento. Em consonancia com essa proposta, estudos
realizados com roedores e primatas ndo-humanos, onde fémeas gestantes foram
expostas a MIA em estagios especificos da gestagdo, mostram a intima relagédo entre
a MIA e anormalidades comportamentais na prole que tém sido relacionadas com
ansiedade, depressdo, TEA e esquizofrenia (BROWN; MEYER, 2018; ESTES;
MCALLISTER, 2016; GUMUSOGLU; STEVENS, 2019; MEYER, 2019; MINAKOVA;
WARNER, 2018). O conhecimento emergente produzido a partir desses trabalhos
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permite criar um cenario mais amplo e inclusivo a respeito dos efeitos da MIA sobre o
desenvolvimento embrionario/fetal.
2.1 Ativagao imune materna experimental em roedores

Os imunogenos mais validados e comumente utilizados para desencadear a
MIA na pesquisa com roedores sao o lipopolissacarideo (LPS), uma endotoxina que
compde a parede celular externa de bactérias gram-negativas, e o acido poliinosinico-
policitidilico (poly I:C), um RNA de fita dupla sintético, que mimetizam uma infecg¢ao
bacteriana e viral, respectivamente (GUMA; PLITMAN; CHAKRAVARTY, 2019;
GUMUSOGLU; STEVENS, 2019). Esses componentes sao reconhecidos como
ligantes por receptores semelhantes a toll (TLR, do inglés toll-like receptors),
importantes receptores transmembrana de reconhecimento de padrdo (do inglés
pattern recognition receptors), essenciais para a resposta do sistema imune a virus,
bactérias, fungos e parasitas. Foram identificados onze genes em humanos e treze
em roedores relacionados a expressao de TLRs, com diferengas entre os receptores
em sua especificidade a diferentes ligantes (KOGA; ALDO; MOR, 2009). TLR4 é
fundamental na resposta efetiva do hospedeiro a bactérias gram-negativas por
reconhecer a endotoxina LPS (POLTORAK; HE; SMIRNOVA; LIU et al., 1998),
enquanto que os TLR3, 7 e 8 tém papel central na resposta a virus, sendo que TLR3
reconhece principalmente RNA de fita dupla, como o poly I:C (ALEXOPOULOU,;
HOLT; MEDZHITOV; FLAVELL, 2001), e os outros dois, RNA de fita simples. Em
adicao, os TLRs podem reconhecer padrdes moleculares associados ao dano tecidual
(DAMP, do inglés damage associated molecular patterns) como espécies reativas de
oxigénio e proteinas liberadas em condigdes de estresse, dano ou morte celular,
elucidando a capacidade do sistema imune de produzir uma resposta mesmo na
auséncia de um patégeno (KOGA; ALDO; MOR, 2009).

O reconhecimento do LPS pelo TLR4, ou do poly I:C pelo TLR3, recruta a
proteina adaptadora de sinalizacdo intracelular, o fator de diferenciagcao mieldide 88,
(do inglés myeloid differentiation protein 88) causando uma cascata de fosforilagbes
que desencadeia a ativagéo do fator nuclear kappa B (NF-kB, do inglés nuclear factor
kappa B), um fator de transcricdo. O NF-kB, por sua vez, dirige a expressao de genes
dos imunomediadores (citocinas, quimiocinas e substancias antimicrobianas) que
montam a resposta inflamatoéria. TLR3 e 4 podem ativar outro fator de transcricéo, o
fator regulador de interferon 3, que causa a producao de interferon | e expressao de

outros genes induzidos por interferon. Assim, a resposta imune produzida pela
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ativagdo de TLRs, seja através de padrdes moleculares associados a patdégenos
(PAMPS, do inglés pathogen associated molecular patterns), como o LPS e o poly I:C,
ou DAMPs, pode provocar alteragdes significativas no organismo do feto e na interface
materno-fetal, ja que muitos tecidos sdo responsivos as moléculas sinalizadoras da
resposta imune. As evidéncias sugerem que diferentes tipos de agentes infecciosos
(virus, bactérias e parasitas) estdo associados com doengas do
neurodesenvolvimento, como autismo e esquizofrenia, cujo denominador comum é a
ativagdo e resposta do sistema imune materno. Assim, mesmo na auséncia de
transmissao vertical do patégeno, a ativagdo imune materna parece ter participagao
importante nos disturbios observados sobre o neurodesenvolvimento da prole. Através
da sintese e mobilizacdo de seus componentes o sistema imune elabora o combate a
infeccdo e paralelamente esses componentes podem interagir e ter influéncia sobre o
sistema nervoso do feto em desenvolvimento (ESTES; MCALLISTER, 2016; JASH;
SHARMA, 2021). Biologicamente essa hipbtese é suportada pela via comum para a
producgao de citocinas, quimiocinas e substancias antimicrobianas da resposta imune
apoés o reconhecimento de DAMPS ou PAMPS pelos receptores de reconhecimento
de padrao, como os TLRs.

Nos ultimos anos, trabalhos importantes tém elucidado a participagao essencial
de vias de sinalizag&o originalmente conhecidas por seu papel na resposta imune em
processos fundamentais do neurodesenvolvimento normal e da interface materno-
fetal desde a implantag&o do blastocisto até o parto (MOR; ALDO; ALVERO, 2017).
TLRs, citocinas e outras moléculas com fung¢des importantes na imunidade podem ser
detectadas em tecidos embrionarios e extraembrionarios com diferente padrao
temporal e espacial de expresséo (LU-CULLIGAN; IWASAKI, 2020). Por exemplo, as
citocinas podem influenciar processos como a neurogénese, apoptose, diferenciagéo
celular, maturagao de células precursoras neurais € migragao neuronal; e o sistema
complemento, a proliferacdo celular e a poda sinaptica (COULTHARD;
HAWKSWORTH; WOODRUFF, 2018). A MIA induz um aumento da express&o de
imunomediadores rapidamente, assim, o balangco dessas moléculas € alterado e por
conseguinte os processos do neurodesenvolvimento normal que utilizam esses
imunomediadores podem ser afetados. A atividade desses mediadores depende de
diversos fatores como o tipo celular que expressa seu receptor, 0 microambiente da

regido encefalica, além de outras cascatas de sinalizagdo convergentes no momento.
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2.2 Componentes do sistema imune como moduladores de processos e do
funcionamento do sistema nervoso

Os sistemas imune e nervoso em seu desenvolvimento tém processos
minuciosamente coordenados para montar dois dos mais complexos sistemas do
organismo de mamiferos, apresentando uma colecdo de células altamente
especializadas, condizente com suas fungdes. A participacado de células e moléculas
previamente descritas estritamente no contexto do sistema imune é agora elucidada
no funcionamento do sistema nervoso, em todas as fases da vida, seja em estado
patolégico ou normal. A micréglia, por exemplo, célula imune primaria residente no
sistema nervoso, era conhecida como um simples fagocito e hoje sabe-se que esta
célula participa de diversos processos, sendo essencial para a prépria comunicagao
neuronal, seja esculpindo a estrutura neural ou participando ativamente da sinalizagao
entre os neurénios (SCHAFER; LEHRMAN; STEVENS, 2013). Como resultado direto
da interagado neuroimune, o comportamento, produto mais elaborado da atividade e
estrutura neural, pode ser influenciado por componentes descritos anteriormente
apenas no contexto do sistema imune (ALVES DE LIMA; RUSTENHOVEN; DA
MESQUITA; WALL et al., 2020; REED; YIM; WIMMER; KIM et al., 2020). A afirmacao
de que o encéfalo € um 6rgao imunologicamente privilegiado — a zona proibida para o
sistema imune — tem sofrido mudangas ao longo dos anos, e a neuroimunologia
emerge como uma area importante das neurociéncias para fornecer substratos para
uma compreensao mais ampla do sistema nervoso e seus processos patologicos.

As citocinas, mensageiros proteicos soluveis, podem ser produzidas por
diversas células no sistema nervoso, fisiologicamente ou envolvidas em processos
patolégicos, sendo a sua principal fonte produtora a microglia e células imunes
infiltradas (ZENGELER; LUKENS, 2021). A indu¢do de MIA em roedores é
caracterizada por aumento na expressdao de citocinas na circulagdo materna
(TALUKDAR; ABDUL; MAES; BERK et al., 2021), na placenta (GIRARD; TREMBLAY;
LEPAGE; SEBIRE, 2010), no fluido amniético (URAKUBO; JARSKOG; LIEBERMAN;
GILMORE, 2001) e no encéfalo do feto (SIMOES; SANGIOGO; TASHIRO;
GENEROSO et al., 2018). O papel das citocinas da familia interleucina (IL) -1 durante
o neurodesenvolvimento tém se mostrado complexo. IL-1a e IL-1B, dois dos
componentes da familia IL-1, sdo classicamente conhecidos como mediadores pro-
inflamatorios que atuam ativando e polarizando muitas células do sistema imune.

Ambas as interleucinas tém acao sobre o mesmo receptor, o receptor do tipo 1 de IL-
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1, para desencadear uma sinalizacao dependente de fator de diferenciacdo mieldide
88, que pode ativar o NF-kB e modificar a expressao de varios genes da resposta
imune (SIMS; SMITH, 2010).

Em células neurais, IL-1a e IL-1B tém influéncia no processo de neurogénese
(BORSINI; ZUNSZAIN; THURET; PARIANTE, 2015), sendo em alguns contextos
promotoras de proliferacdo e diferenciagdo neuronal (GOUGEON; LOURENSSEN,;
HAN; NAIR et al., 2013; PARK; KANG; HAN, 2018; WANG; FU; WANG; YU et al.,
2007), enquanto em outros sao inibidoras de tais processos (BORSINI; ZUNSZAIN;
THURET; PARIANTE, 2015; ZUNSZAIN; ANACKER; CATTANEO; CHOUDHURY et
al., 2012). Semelhantemente a sua agao pleiotrépica em processos do sistema imune,
estas citocinas participam de outros processos além da neurogénese, como a
gliogénese (AJMONE-CAT; CACCI; RAGAZZONI; MINGHETTI et al., 2010), a inibicao
do crescimento axonal (NOLAN; NOLAN; O'KEEFFE, 2011), estimulo do crescimento
de neuritos em fases iniciais (BOATO; HECHLER; ROSENBERGER; LUDECKE et al.,
2011) e migracao neuronal entre as camadas corticais (MA; LI; ZHANG; YANG et al.,
2014).

A sinalizacdo mediada pela IL-6, outra citocina classicamente pro-inflamatéria,
tem acgado variavel e pode convergir para regular diversos processos no sistema
nervoso. A IL-6 pode ser produzida no sistema nervoso por células imunes infiltradas,
microglia e até mesmo por neurénios (JUTTLER; TARABIN; SCHWANINGER, 2002).
No sistema nervoso maduro, a IL-6 participa da homeostase energética (WALLENIUS;
WALLENIUS; AHREN; RUDLING et al., 2002), neurogénese (VALLIERES;
CAMPBELL; GAGE; SAWCHENKO, 2002) e regeneragdo axonal (CAFFERTY;
GARDINER; DAS; QIU et al., 2004). A IL-6 é considerada um fator neurotréfico
dependente do contexto, induzindo diferenciagdo neuronal e liberagdo de outras
neurotrofinas como o fator de crescimento neuronal (MARZ; HERGET; LANG; OTTEN
et al., 1997). Além de sua conhecida agao como agente pré-inflamatério, IL-6 parece
modular a conducéio de informacdes para o sistema nervoso central, potencializando
a sensibilidade a estimulos dolorosos através de sua interacdo com células imunes,
células da glia e neurénios (KUMMER; ZEIDLER; KALPACHIDOU; KRESS, 2021).
Tal funcao é fortalecida por estudos que mostraram uma reducio da sensibilidade a
dor em camundongos que nao expressam IL-6 (ZHONG; DIETZEL; WAHLE; KOPF et
al., 1999).
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A familia do fator transformante de crescimento B (TGF-B, do inglés
transforming growth factor ), a semelhanga de sua atividade no sistema imune,
participa de muitos processos durante o neurodesenvolvimento e tem acéao
dependente do contexto. A sinalizacdo canbnica de TGF-f inicia-se com seu
reconhecimento pelo receptor de TGF- B, seguida pela fosforilagdo subjacente das
Smads 2 e 3 pelo receptor, o que desencadeia a translocagdo de Smad4 para o
nucleo, onde regulara a expressao génica (HIEW; POON; YOU; LIM, 2021). O
estresse (in vivo) (YOU; LUO; ZHANG; CHEN et al.,, 2011) e niveis elevados de
cortisol (in vitro) (ANACKER; CATTANEO; LUONI; MUSAELYAN et al., 2013) séo
capazes de reduzir a neurogénese juntamente com a sinalizagao envolvendo TGF-
B/Smad3. O TGF-B também participa do processo de especializacdo espacial dos
neurdénios. Ha uma clara polarizagdo nos neurénios: os dendritos recebem e integram
estimulos ao corpo neuronal — 0 soma — e 0 axoénio transmite os potenciais de agao
distalmente ao corpo neuronal. O estimulo para apresentar um padrdo onde ha um
axoénio e varios dendritos acontece muito cedo e o TGF-B participa de forma
importante na sinalizagdo responsavel por transformar um dos neuritos em axénio,
pois a auséncia do seu receptor é suficiente para suprimir tal diferenciacdo (YI,
BARNES; HAND; POLLEUX et al., 2010).

A sinalizacdo de TGF-f € um bom exemplo de como moduladores de
processos do neurodesenvolvimento sdo dependentes do contexto. Camundongos
nocaute para as proteinas TGF-B2 e 3 apresentam, interessantemente, redu¢do no
numero de neurdnios dopaminérgicos no mesencéfalo ventral mas nédo no locus
ceruleus, o que demonstra ndo apenas a importancia do TGF- na diferenciacdo de
neurbnios dopaminérgicos mas também que essa acdo € dependente do
microambiente (ROUSSA; WIEHLE; DUNKER; BECKER-KATINS et al., 2006). A
inativagao de Smad4 no encéfalo de camundongos é capaz de reduzir 0 numero de
células de Purkinje e interneurdnios parvalbuminicos no cerebelo sem alteragdes
morfolégicas no hipocampo, sublinhando que a sinalizagédo de TGF-3 é importante na
arquitetura do cortex cerebelar (ZHOU; ZHAO; LI; SHIMAZU et al., 2003).

O fator de necrose tumoral (TNF, do inglés tumor necrosis factor) € uma
proteina classicamente proé-inflamatoria com participacdo importante na resposta
imune e envolvida no processo patologico de doengas como artrite reumatoide,
insulite e psoriase. O TNF também esta envolvido na fisiopatologia de doengas do

sistema nervoso central, sendo estudada no contexto da esclerose multipla ha anos
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(PROBERT, 2015). A complexidade da atividade de TNF no sistema nervoso é
exemplificada pelos resultados obtidos em testes clinicos. Foi pensado que o TNF
poderia ser um alvo terapéutico na esclerose multipla, uma vez que classicamente
tem agéo pro-inflamatdria. Entretanto, a inibigédo seletiva de TNF é capaz de exacerbar
as crises na esclerose multipla e induzir doenca desmielinizante e neuropatia até
mesmo em pacientes tratados para outras doengas (BOSCH; SAlZ; RAMOS-
CASALS, 2011). Esses dados evidenciam que o TNF, a despeito de sua atividade pro-
inflamatdria, pode exercer agdes essenciais para o funcionamento normal do sistema
nervoso, ou mesmo regulando a neuroinflamacgao.

O TNF tem também atividade importante no fortalecimento das conexdes
realizadas pelo neurdnio através do escalonamento sinaptico, sendo as células da glia
a principal fonte de TNF para esse processo. Sem o escalonamento sinaptico as
conexdes entre os neurdnios podem ser instaveis e ter funcionamento sub-6timo
(STELLWAGEN; MALENKA, 2006). Na transmissao sinaptica excitatoria o TNF tem
acgao potencializadora, modulando os niveis de glutamato na fenda sinaptica. Com a
presenca de TNF a ativagdo dos astrocitos é seguida por influxo de calcio (ion Ca?*)
e liberagéo de glutamato para potenciagéo sinaptica. Quando a sinalizagao de TNF é
inibida, a ativagéo dos astrocitos € seguida por influxo de Ca?* mas a neuromodulagéo
através do glutamato ndo é observada (SANTELLO; BEZZI; VOLTERRA, 2011).
Aparentemente as agdes e efeitos deletérios do TNF no sistema nervoso dependem
do estado normal ou patolégico apresentado.

Em conjunto, esses estudos demonstram como IL-18, IL-6, TGF- e TNF estéao
envolvidos em processos essenciais para o0 neurodesenvolvimento saudavel.
Ademais, uma vez que a MIA pode alterar a expressdo desses imunomediadores,
esse desbalanceamento pode promover disturbios nos processos do
neurodesenvolvimento nos quais eles participam.

2.3 Ativagao imune materna como agente perturbador do
neurodesenvolvimento: participagcao de componentes do sistema imune e
repercussoes sobre a prole

As evidéncias acumuladas a partir de estudos com humanos sugerindo que a
MIA esta relacionada com a etiologia de doengas neuroldgicas e psiquiatricas tém
fornecido um bloco de informagdes importante para a pesquisa basica. Esses estudos
proporcionaram uma abordagem translacional — dos estudos epidemioldgicos aos

estudos de neurociéncia basica — para que fosse desenvolvido um entendimento mais
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amplo dos mecanismos bioldgicos subjacentes a MIA e suas repercussdées sobre o
sistema nervoso e o comportamento. Tem sido demonstrado que diversos
imunomediadores classicos estdo envolvidos nas repercussdes da MIA sobre a prole
(KNUESEL; CHICHA; BRITSCHGI; SCHOBEL et al.,, 2014). Varios dominios da
neurobiologia (perfil celular, estrutura encefalica, sinapses e sistemas de
neurotransmissores) tém sido estudados com o objetivo de entender as interagbes
neuroimunes na MIA. Esses estudos tém elucidado os mecanismos pelos quais a MIA
causa uma ampla variedade de fendtipos comportamentais na prole, com relevancia
ao estudo da depressado, ansiedade, TEA e esquizofrenia (SOLEK; FAROOAQI;
VERLY; LIM et al., 2018) e permitido explorar possiveis alvos terapéuticos.

A microglia, célula imune mais abundante no sistema nervoso central, ao
contrario do que foi anteriormente proposto, ndo é uma célula em estado quiescente
na auséncia de dano ou infecg¢ao, ou seja, serve como agente da fungao imunolégica
e nervosa de acordo com os estimulos (FRICK; WILLIAMS; PITTENGER, 2013).
Atividade aberrante da microglia tem sido identificada na esquizofrenia (FILLMAN;
CLOONAN; CATTS; MILLER et al., 2013), TEA (SUZUKI; SUGIHARA; OUCHI;
NAKAMURA et al., 2013) e depressao (STEINER; BIELAU; BRISCH; DANOS et al.,
2008). Em roedores, a administracdo de LPS no DG 10 (LING; ZHU; TONG; SNYDER
et al., 2006) ou final da gestacdo (GIRARD; TREMBLAY; LEPAGE; SEBIRE, 2010)
causa aumento da proliferagao e ativagéo alterada da micréglia no encéfalo da prole
apos o nascimento. Semelhantemente, a administragdo de poly I:C no DG 9 (JUCKEL,;
MANITZ; BRUNE; FRIEBE et al., 2011) ou 15 (VAN DEN EYNDE; MISSAULT;
FRANSEN; RAEYMAEKERS et al., 2014) promove aumento da ativagao da micrdoglia
no enceéfalo da prole apds o nascimento.

Embora muitos estudos apontem “ativagao aberrante” da micréglia em diversas
doencas, como citado acima, é dificil identificar o perfil funcional destas células. Por
exemplo, a micréglia pode desenvolver uma dindmica funcional diferente em resposta
a presencga de célula necrotica, infecgao viral ou dano por compressdo (NAYAK;
ROTH; MCGAVERN, 2014). Como demonstrado por Le Belle e colaboradores (LE
BELLE; SPERRY; NGO; GHOCHANI et al., 2014), em camundongos, a indugao da
MIA com LPS no DG 9 promove aumento ativagdo da micréglia da prole ainda no
periodo fetal e posteriormente apds o nascimento. Andoh e colaboradores (ANDOH,;
SHIBATA; OKAMOTO; ONODERA et al., 2019), evidenciaram em camundongos que

a MIA causa alteragdes comportamentais (redugao da interagao social e aumento do
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comportamento repetitivo e da ansiedade experimental) e, no entanto, significativa
reducao da atividade fagocitica da microglia, juntamente com reducdo da poda
sinaptica no hipocampo. Os autores demonstraram ainda que o exercicio fisico foi
capaz de melhorar as alteracbes comportamentais e que um dos mecanismos
responsaveis foi 0 aumento da atividade fagocitica de componentes sinapticos pela
micréglia e, consequentemente, aumento da poda sinaptica.

Esses estudos sublinham a capacidade da MIA em promover alteragées na
microglia e também a atividade dindmica dessas células, como discutido por Nayak e
colaboradores (NAYAK; ROTH; MCGAVERN, 2014). Na esquizofrenia os sintomas
negativos e cognitivos sdo comumente associados com ativacdo aberrante da
micréglia (FILLMAN; CLOONAN; CATTS; MILLER et al., 2013; INTA; LANG;
BORGWARDT; MEYER-LINDENBERG et al., 2017). Em camundongos, Mattei e
colaboradores (MATTEI; IVANOV; FERRAI; JORDAN et al., 2017) demonstraram que
a administracdo de minociclina, um inibidor da ativacdo microglial, foi capaz de
reverter o perfil transcricional e funcional da micréglia, bem como as alteragdes
comportamentais (comportamento relacionado aos sintomas negativos e cognitivos
da esquizofrenia) na prole induzidas pela MIA, sugerindo que a minociclina poderia
ser utilizada para tratar os sintomas negativos e cognitivos em pacientes. Entretanto,
dados oriundos de um estudo clinico (DEAKIN; SUCKLING; BARNES; BYRNE et al.,
2018) demonstraram a falta de eficacia da minociclina em melhorar os sintomas
negativos e cognitivos da esquizofrenia. Assim, embora seja conhecida a ativagao
aberrante da microglia em diversas doengas, a real contribuicdo desse estado de
ativagao (geralmente atribui-se um efeito maléfico) carece de mais esclarecimentos.

A IL-6 pode ter fungdo importante nos mecanismos moleculares relacionados
a MIA e suas repercussdées. Em humanos, o aumento nos niveis de IL-6 circulante
durante a gestacdo, um indicativo de MIA, apresenta associagao com alteragdes na
conectividade encefalica e piora no desempenho da memoria de trabalho da prole dois
anos apos o nascimento (RUDOLPH; GRAHAM; FECZKO; MIRANDA-DOMINGUEZ
et al., 2018). Estudos tém observado aumento nos niveis de IL-6 em pacientes com
esquizofrenia e TEA (MASI; GLOZIER; DALE; GUASTELLA, 2017; MURPHY;
WALKER; WEICKERT, 2021). Wei e colaboradores (WEIl; CHADMAN; MCCLOSKEY;
SHEIKH et al., 2012) demonstraram em camundongos que um aumento na expressao
de IL-6 no encéfalo é capaz de causar alteragdes eletrofisioloégicas e comportamentais

relacionadas aos sintomas de esquizofrenia e TEA. Em roedores, a administragao de
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IL-6 durante a gestacao é suficiente para promover alteragdes comportamentais
semelhantes as induzidas pela MIA (SMITH; LI; GARBETT; MIRNICS et al., 2007). A
inducdo de MIA com poly I:C promove aumento da expressdo de IL-6 e maior
infiltragdo de macrofagos, granuldcitos e células natural kKiller no tecido placentario
(HSIAO; PATTERSON, 2011). Ademais, a delecdo do receptor de IL-6
especificamente na placenta previne a resposta imune no encéfalo fetal observada
apos a MIA e as alteragbes comportamentais na prole de camundongos (WU; HSIAO;
YAN; MAZMANIAN et al., 2017). Em concordéancia, a eliminagdo da expresséo IL-6
seja por meios genéticos ou pela inativagao utilizando anticorpos é capaz de suprimir
as alteracbes comportamentais e epigenéticas observadas na prole apés a MIA
(SMITH; LI; GARBETT; MIRNICS et al., 2007). Esses estudos sobre IL-6 pontuam,
mecanisticamente, como esta interleucina, através de suas ag¢des na interface
materno-fetal e no proprio encéfalo da prole pode estar envolvida na fisiopatologia de
doencas do neurodesenvolvimento onde a MIA é um fator de risco.

Para verificar os efeitos de uma MIA que mimetiza uma infecgdo natural — com
uma resposta imune adaptativa — XU e colaboradores (XU; ZHANG; CHANG; KONG
et al., 2021) utilizaram antigenos soluveis de taquizoitos, um dos estagios de
desenvolvimento do T. gondii para desencadear uma resposta imune em
camundongos no DG 14. A administragdo dos antigenos de taquizoitos foi capaz de
desencadear um perfil pré-inflamatoério e alteracbes comportamentais na prole que
podem ser relacionadas com sintomas da esquizofrenia ou TEA. A partir do perfil pro-
inflamatdrio observado os autores propuseram como uma forma de tratamento a
transferéncia de linfocitos T reguladores das fémeas que receberam a administragao
do antigeno de taquizoito para a prole oriunda dessas fémeas. Eles demonstraram
que os linfocitos T reguladores ndo apenas reverteram o perfil pré-inflamatério, como
também as alteracbes comportamentais causadas pela MIA induzida pelo antigeno
de taquizoitos. Estes achados elucidam como a MIA pode provocar disturbios sobre o
neurodesenvolvimento através de componentes do sistema imune e como as células
e moléculas deste podem servir de alvo terapéutico.

A IL-17 é uma citocina com papel emergente em doengas neuropsiquiatricas,
principalmente no TEA (WONG; HOEFFER, 2018). Em camundongos, a
administracado de um anticorpo neutralizante de IL-17a antes da administragc&o de poly
I:C em fémeas gestantes foi capaz de prevenir as alteragbes comportamentais
observadas na prole causadas pela MIA (CHOI; YIM; WONG; KIM et al., 2016). Em
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outro estudo, Reed e colaboradores (REED; YIM; WIMMER; KIM et al., 2020)
demonstraram que a ativagdo imune é capaz de reverter os déficits de interagao
apresentados pela prole de fémeas que sofreram MIA (LPS administrado na prole,
horas antes da realizagdo dos testes de interacdo social). Ao investigar quais
componentes da ativacdo imune da prole poderiam estar relacionados a melhora do
comportamento, os pesquisadores observaram que quando a prole recebeu
anticorpos neutralizantes de IL-17a antes da administracdo de LPS n&o houve
melhora na interag&o social. Ou seja, a melhora na interagdo social requer a agao de
IL-17a. Assim, a IL-17a pode tanto causar alteragdes no neurodesenvolvimento
durante o periodo fetal quanto reverter o déficit de interacéo social na prole, ambas as
agdes no contexto da MIA.

As interagdes neuroimunes em doengas neuropsiquiatricas, principalmente
quando a MIA é um fator de risco, apontam evidéncias consideraveis para a
participacdo de células e moléculas do sistema imune na fisiopatologia destas
doengas. Grande énfase € dada para as citocinas, logo, ndo surpreendentemente,
estas proteinas sdo apontadas como alvo terapéutico. Entretanto, os efeitos adversos
observados em estudos utilizando a administracdo ou neutralizacdo de citocinas
(BOSCH; SAIZ; RAMOS-CASALS, 2011) demonstram a dificuldade de implementar
estas estratégias como tratamento para doengas neuropsiquiatricas. Nesse contexto,
o reposicionamento de drogas com ag&o sobre o0s sistemas imune e nervoso pode ser
uma possibilidade interessante, ja que estas drogas tém seus efeitos colaterais mais
bem elucidados. Entre as drogas com potencial terapéutico esta a cetamina, estudada
ha anos por sua agao principalmente no sistema nervoso, mas também no sistema
imune.

2.4 Cetamina como moduladora do comportamento e processos neuroimunes

A cetamina é um anestésico dissociativo antagonista do receptor N-metil-D-
aspartato (NMDA). A cetamina é uma mistura racémica, (D/E)-cetamina, com
quantidades iguais de seus enantibmeros, a (E)-cetamina (escetamina) e a (D)-
cetamina (dextrocetamina). O NMDA, junto com o receptor do acido a-amino-3-
hidroxi-5-metilsoxazol-4-propidnico (AMPA) e o receptor cainato sdo especializados
na transmissao sinaptica rapida mediada pelo glutamato. Na auséncia de
despolarizagdo da membrana plasmatica um ion magnésio (Mg?*) impede o influxo de
Ca?* por se ligar no interior do poro do receptor NMDA. Diante da despolarizagéo, o

ion Mg?* é expelido e na presenca de glutamato e glicina na fenda sinaptica o receptor
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NMDA tende ao estado aberto, o que permite o influxo de Ca?*, sendo esse receptor
dez vezes mais permeavel ao Ca?* que a outros ions. O influxo de Ca?* funciona como
um segundo mensageiro modulando a eficacia da transmissao sinaptica e outros
processos celulares. A (D/E)-cetamina, por sua vez, liga-se no interior do poro em um
local diferente do Mg?*, mantendo o receptor NMDA numa conformacgéo fechada,
bloqueando, portanto, o influxo de Ca?* (RIGGS; GOULD, 2021).

Como visto, a agcado antagonista sobre o receptor NMDA exercida pela (D/E)-
cetamina ja esta bem elucidada, sendo esse o mecanismo mais aceito para seu efeito
anestésico. Entretanto, estudos tém demonstrado que outros receptores podem ser
modulados pela (D/E)-cetamina e que estas outras propriedades farmacolégicas, além
da agdo como anestésico, podem ser utilizadas para tratar a depressédo. A (D/E)-
cetamina apresenta acido antidepressiva rapida e por isso tem se mostrado importante
nos casos de resisténcia ao tratamento convencional acompanhados de ideacéo
suicida, onde o tempo de resposta ao tratamento € um fator crucial (WILKINSON;
BALLARD; BLOCH; MATHEW et al., 2018). Gragas a esta agao rapida, o spray nasal
de escetamina foi recentemente aprovado para tratar casos de depressao resistente
pela Food and Drug Administration, nos Estados Unidos da América, em 2019,
(PROTTI; MANDRIOLI; MARASCA; CAVALLI et al., 2020) e em 2020, pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, no Brasil (ANVISA, 2020). Apesar dos beneficios da
(D/E)-cetamina como antidepressivo, seus efeitos colaterais indesejados (risco de uso
abusivo e efeitos dissociativos e psicotomiméticos) podem limitar sua utilizagdo a
ambientes altamente controlados como hospitais e clinicas especializadas (YANG;
YANG; LUO; HASHIMOTO, 2019). Devido a tais limitagbes, tem sido crescente o
esforco da comunidade cientifica para entender os mecanismos moleculares e
celulares envolvidos na agao antidepressiva rapida da (D/E)-cetamina e prover meios
de diminuir seus efeitos colaterais indesejaveis.

Os efeitos colaterais resultantes do antagonismo do receptor NMDA parecem
estar relacionados ao nivel de afinidade da molécula antagonista pelo receptor. A
afinidade dos antagonistas do receptor NMDA ¢, em ordem decrescente, MK-801 >
fenciclidina > escetamina > dextrocetamina (TEMME; SCHEPMANN; SCHREIBER,;
FREHLAND et al.,, 2018), ou seja, entre esses antagonistas a dextrocetamina
apresenta menor afinidade pelo receptor NMDA. Estudos com roedores tém
demonstrado que a dextrocetamina tem efeitos antidepressivos mais potentes e
duradouros que a escetamina (YANG; SHIRAYAMA; ZHANG; REN et al., 2015;
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ZANOS; MOADDEL; MORRIS; GEORGIOU et al., 2016), e também menores efeitos
colaterais (CHANG; ZHANG; PU; QU et al., 2019). Em relagao ao tempo de duracéo,
os efeitos antidepressivos de MK-801 foram inferiores a 24 horas apds sua
administracao, diferentemente da dextrocetamina e escetamina (ZANOS; MOADDEL;
MORRIS; GEORGIOU et al., 2016).

Além de ser testado quanto aos seus efeitos antidepressivos, o antagonismo
do receptor NMDA também vem sendo utilizado com o objetivo de simular
experimentalmente a sintomatologia da esquizofrenia, face as propriedades
psicotomiméticas e dissociativas de drogas com esse perfil de acdo. Nesses modelos,
além das alteragbes comportamentais, também foi observado aumento da liberagao
de dopamina, semelhantemente ao que € observado em pacientes com esquizofrenia
(JONES; WATSON; FONE, 2011). Hashimoto e colaboradores (HASHIMOTO;
KAKIUCHI; OHBA; NISHIYAMA et al., 2017) demonstraram em primatas n&o-
humanos que a administracdo de escetamina, mas nao dextrocetamina, promove
aumento da liberacdo de dopamina no nucleo estriado. Esses achados trazem
evidéncias para a maior exuberancia dos efeitos colaterais produzidos pela
escetamina em comparacdo com a dextrocetamina. Uma vez que os efeitos
psicotomiméticos e dissociativos da (D/E)-cetamina sédo indesejados e parecem nao
ser relevantes para o tratamento da depressao, utilizar um antagonista com menor
afinidade a esse receptor pode ser uma estratégia para manter os efeitos
antidepressivos e mitigar os efeitos colaterais indesejaveis.

Além da agdo como antagonista do receptor NMDA, a (D/E)-cetamina esta
envolvida com a modulagao de outros receptores e fatores neurotréficos. Tem sido
demonstrado que o receptor AMPA tem participagédo importante nas a¢des da (D/E)-
cetamina, uma vez que o bloqueio desse receptor inibe seus efeitos antidepressivos
(ZANOS; MOADDEL; MORRIS; GEORGIOU et al, 2016). Assim, pode ser
considerado que o acumulo de glutamato na fenda sinaptica apdés o bloqueio do
receptor NMDA e a consequente ativagdo do receptor AMPA seja um dos mecanismos
dos efeitos antidepressivos da (D/E)-cetamina. Ago e colaboradores (AGO; TANABE;
HIGUCHI; TSUKADA et al., 2019) demonstraram recentemente em camundongos,
que a administracdo de dextrocetamina ou escetamina aumentou a liberacdo de
serotonina no cortex pré-frontal, sendo que o efeito da primeira foi maior que o da
segunda. Como alguns dos farmacos utilizados para o tratamento da depressdo em

pacientes sao inibidores seletivos da recaptagdo de serotonina, aumentando sua
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disponibilidade na fenda sinaptica, esse pode ser um dos mecanismos responsaveis
pelo efeito antidepressivo da cetamina. Outro mecanismo parece envolver o fator
neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF, do inglés brain-derived neurotrophic factor),
uma neurotrofina amplamente conhecida por estar envolvida na fisiopatologia da
depressao e também no tratamento efetivo da doenga. Sabe-se que a (D/E)-cetamina
aumenta a expressao de BDNF no encéfalo e que seu efeito antidepressivo rapido
desaparece em animais que nao expressam BDNF (AUTRY; ADACHI; NOSYREVA;
NA et al., 2011) ou que tiveram seu receptor inibido (YANG; HU; ZHOU; ZHANG et
al., 2013), enfatizando a necessidade da sinalizagao do BDNF para o reparo sinaptico.

Somando aos mecanismos descritos acima para sua agao antidepressiva, a
dextrocetamina apresenta acdo imunomoduladora consideravel. Zhang e
colaboradores (ZHANG; SAKAMOTO; CHANG; QU et al, 2021), utilizando um
protocolo de estresse crénico em camundongos, separaram dois grupos de acordo
com a apresentacdao de comportamento relacionado a depressao ou resiliéncia ao
estresse. Devido a possiveis interagdes no eixo encéfalo-baco na depressio, os
pesquisadores verificaram o peso e a composicao celular do bago desses animais. Os
animais com comportamento semelhante a depressdo apresentaram maior peso do
baco e maior numero granuldcitos e células natural killer CD159* D nesse 6rgao em
relacdo aos grupos controle e resiliente ao estresse. O tratamento com
dextrocetamina reverteu tanto as alteracbes comportamentais quanto as alteracoes
de peso e composigcao de células natural killer CD159" D no baco. As células natural
killer CD159* sado potentes ativadoras do sistema imune. Estas células funcionam
principalmente como sensores de DAMPs para engajar e estimular outros tipos de
células natural killer e linfocitos T, contribuindo para regular a resposta inflamatoria.
Esse estudo demonstra possiveis acdes da dextrocetamina modulando direta ou
indiretamente componentes do sistema imune que parecem estar envolvidos com o
comportamento relacionado a depressao induzido por estresse cronico.

Wang e colaboradores (WANG; YU; SHEN; GAO et al., 2015) demonstraram
que, utilizando um modelo animal de depressao induzido por estresse crénico em
ratos, a administracdo de (D/E)-cetamina além de reverter as alteragbes
comportamentais promoveu redugédo na expressao génica das interleucinas IL-18, IL-
6 e TNF-a no hipocampo desses animais 1 hora apés a administragdo. Dada a
importancia das interleucinas em diversos processos normais e patologicos, os efeitos

da (D/E)-cetamina associados a normalizagao destes sinalizadores pode ser um dos
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seus mecanismos de acao para reverter alteracbes comportamentais. Tan e
colaboradores (TAN; FUJITA; PU; CHANG et al., 2022) demonstraram que a indugao
de MIA com administragdo de poly I:C do DG 12 ao 17 induz redugédo da densidade
sinaptica e alteragbes cognitivas, o que os autores relacionaram a um modelo
experimental de esquizofrenia. Nesse estudo a administracdo de dextrocetamina
reverteu as alteragdes estruturais e comportamentais causadas pela MIA. Ou seja, um
evento que ocorreu ainda no periodo fetal, caracterizado por uma resposta
imunologica severa, implicou em alteragdes neurobioldgicas na vida pos-natal da prole
que foram revertidas pela dextrocetamina. Entretanto, os autores nao analisaram
nenhum componente relacionado ao sistema imune nesses animais.

Levando em consideragao os diversos estudos que demonstram que a MIA
promove diversas alteracdes estruturais, moleculares e comportamentais na prole e o
emergente potencial da dextrocetamina como tratamento para esses disturbios, neste
estudo, nés utilizamos a inducao da MIA para: primeiro, verificar se a MIA causa, na
prole, disturbios comportamentais e alteracées na expressao das citocinas IL-13, IL-
6, TNF-a e TGF-B1 no cerebelo, hipocampo e cortex pré-frontal; e segundo, verificar
se apos dez dias da administracdo de dextrocetamina o tratamento é capaz de
prevenir as alteragdes comportamentais e de expressado génica causadas pela MIA.
A anadlise comportamental e de expressao génica dez dias apo6s o fim do tratamento
visa verificar se os efeitos da dextrocetamina sobre o comportamento e a expressao
génica sao duradouros. Ainda, como a dextrocetamina pode causar efeitos colaterais
indesejados, nés analisamos os efeitos da droga dez dias apds sua administragcao
sobre o comportamento e expressao das citocinas IL-1B, IL-6, TNF-a e TGF-B1 em
animais que nao sofreram um insulto prévio — a MIA — verificando assim, se existem
alteracbes comportamentais duradouras e se componentes do sistema imune

poderiam estar relacionados aos efeitos colaterais.
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3 HIPOTESE
A administragao do antagonista do receptor NMDA, a dextrocetamina, previne as
alteragcdes comportamentais e na expressao génica de citocinas na prole exposta a

ativagdo imune materna.
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da administracdo de dextrocetamina nas alteracdes
comportamentais e expressdo de citocinas em camundongos machos expostos a
ativagao imune materna.

4.2 Objetivos especificos

Avaliar nas fémeas progenitoras controle e submetidas a ativagdo imune com
lipopolissacarideo (LPS) bacteriano:

e (Ganho de massa corpérea entre os DG 15 e 16;
e Duragao da gestacao;
e Numero de filhotes nascidos por ninhada.

Estudar na prole controle, controle com administracdo de dextrocetamina,
submetida a ativagado imune materna e a ativagcao imune materna com administracao
de dextrocetamina:

e Memoria espacial de trabalho;

e Ansiedade experimental;

e Interacao social;

e Expressado génica das citocinas IL-1B3, IL-6, TNF-a e TGF-B1 no cerebelo,

hipocampo e cortex pré-frontal.
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1 Animais

Os experimentos com animais foram conduzidos no Laboratério de
Neuroendocrinologia e Metabolismo (LNEM) do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da Universidade Federal de Pernambuco. Todos os procedimentos
realizados foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA,
registrado sob o processo n°004/2021, Oficio n°® 78/21) do Centro de Biociéncias da
Universidade Federal de Pernambuco e estdo em acordo com as normas do Conselho
Nacional de Controle de Experimentagcao Animal.

Este estudo utilizou camundongos (Mus Musculus) machos e fémeas (casais)
da linhagem Swiss, provenientes do Biotério de Criagdo de Camundongos do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal de Pernambuco,
com cerca de 30 dias de vida. Esses animais foram mantidos em gaiolas com pares
do mesmo sexo e utilizados posteriormente para formacgao de casais e reproducao.

Os animais foram acondicionados em gaiolas de policarbonato em rack
ventilado (mini-isolador, Alesco, Brasil) e mantidos em condigdes padrdo de
temperatura (22 £ 2°C), iluminagao com ciclo claro-escuro de 12 horas (luz entre 05:20
e 17:20) e acesso livre a agua e ragao sélida. Injecdes para administracdo dos
componentes descritos abaixo foram realizadas entre 08:00 e 10:00 horas da manha.
Estas condi¢gdes foram mantidas para todos os animais ao longo de todo o
experimento.

5.2 Reproducgao e ativagao imune materna

Quando os animais completaram 60 dias de vida os casais foram formados (1
macho e 1 fémea por gaiola) e foi realizada verificagdo diaria, entre 07:00 e 10:00
horas da manha, para observacdo de tampao (plug) vaginal. O dia seguinte a
observacgéao do tampao vaginal foi considerado o dia gestacional 1 (DG1). Nos dias
subsequentes foi realizada verificagcdo do ganho de peso e protusdo abdominal para
confirmagdo da gestagdo (ENAYATI; SOLATI; HOSSEINI; SHAHI et al., 2012;
LECCA; LUCHICCHI; SCHERMA; FADDA et al., 2019).

Para ativagao do sistema imune materno, fémeas gestantes, nos DG15 e 16,
receberam administracado de lipopolissacarideo (LPS, obtido da bactéria Escherichia
Coli 026:B6, Sigma-Aldrich), com dose de 100 pg/kg/dia, por via intraperitoneal (i.p.)
(CUI; ASHDOWN; LUHESHI; BOKSA, 2009; LOTTER; MOLLER; DEAN; BERK et al.,

2020), ou administragdo de solugao salina com volume equivalente para compor os
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grupos controle. O LPS foi administrado nos DG 15 e 16 com base nos diversos
processos do neurodesenvolvimento que podem ser afetados pela MIA (Figura 1.).

Levando em consideragdo o ganho de massa corporea de * 4 g durante os 10
ultimos dias de gestagao, a evolugédo ponderal entre os dias 15 e 16 de gestacao foi
utilizada para verificar a resposta a administracdo de LPS (LECCA; LUCHICCHlI;
SCHERMA; FADDA et al., 2019). Apds o nascimento, foi realizada a sexagem através
da verificagao da distancia ano-genital. A ninhada foi ajustada para oito filhotes, sendo
4 fémeas e 4 machos preferencialmente (nas ninhadas onde n&o foi possivel ajustar
de forma equivalente, houve ao menos 3 animais do sexo oposto ao dominante).
Filhotes supranumerarios foram sacrificados por decapitagdo. No 21° dia pds-natal
(DPN 21), os filhotes foram desmamados e mantidos em grupos de 3 a 5 animais com
pares do mesmo sexo até o final do experimento. Para os procedimentos
experimentais s6 foram considerados os filhotes machos. Para alocagéo nos grupos
experimentais foram utilizados apenas dois animais de cada ninhada para um
determinado grupo, os outros animais foram alocados em um grupo distinto.
Posteriormente, os filhotes receberam administragdo de dextrocetamina (Ketamin,
cloridrato de dextrocetamina, Cristalia, Brasil) com dose de 20 mg/kg, i.p., do DPN 36
ao 50 (PARISE; ALCANTARA; WARREN; WRIGHT et al., 2013), ou solugao salina
com volume equivalente. No periodo entre o DPN 50 e o 60 os animais foram
manipulados apenas para manutencao das gaiolas.
5.3 Grupos experimentais

No DPN 36 os animais foram aleatoriamente alocados, de acordo com o
tratamento pré e pds-natal (Figura 2.), nos seguintes grupos:
1) Grupo controle: Composto pela prole de fémeas que receberam administragao de
solucéo salina 0,9 % (1ml/kg, i.p.) nos DG 15 e 16. Apos o nascimento, do DPN 36 ao
50, a prole recebeu administragao de solugao salina 0,9% (1ml/kg, i.p.).
Il) Grupo dextrocetamina (DEX): Composto pela prole de fémeas que receberam
administracdo de solugdo salina 0,9 % (1ml/kg, i.p.) nos DG 15 e 16. Apds o
nascimento, do DPN 36 ao 50, a prole recebeu administragdo de dextrocetamina (20
mg/kg, i.p.).
lll) Grupo ativagdao imune materna (MIA): Composto pela prole de fémeas que
receberam administragao de LPS (100 ug/kg, i.p.) nos DG 15 e 16. Apds o nascimento,
do DPN 36 ao 50, a prole recebeu administragédo de solug&o salina 0,9% (1ml/kg, i.p.).
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IV) Grupo ativagao imune materna + dextrocetamina (MIA+DEX): Composto pela
prole de fémeas que receberam administragcao de LPS (100 ug/kg, i.p.) nos DG 15 e
16. Apos o nascimento, do DPN 36 ao 50, a prole recebeu administracdo de
dextrocetamina (20 mg/kg, i.p.).

Figura 2. Desenho experimental em formato de linha do tempo. Em detalhe no centro os grupos
experimentais de acordo com os componentes administrados no periodo pré e pds-natal. DG, dia
gestacional; DPN, dia pds-natal.
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Fonte: Oliveira (2022).

5.4 Testes comportamentais
5.4.1 Obtengéo de imagens e analise de comportamento

Os testes comportamentais foram realizados em uma sala especifica para
analise de comportamento no LNEM, onde temperatura (22 £ 2 °C) e luminosidade
foram controladas. Os testes foram realizados nos DPN 60 e 62, no periodo escuro,
entre 18:00 e 22:00 horas. Todos os animais foram testados na seguinte ordem: teste
de alternagao espontanea (DPN 60), teste de campo aberto e interagao social (DPN
62). Todos os experimentos de comportamento foram gravados utilizando um sistema
de cameras (camera HDCVI, Intelbras, Brasil) e gravador digital de video (gravador
digital de video, Intelbras, Brasil). Os videos foram salvos e posteriormente utilizados
para analise de comportamento.

A analise de comportamento nos testes de campo aberto e interacao social foi
realizada através do software Fiji Imaged (SCHINDELIN; ARGANDA-CARRERAS;
FRISE; KAYNIG et al., 2012), utilizando o plugin MouBeaAT, como descrito por Bello-
Arroyo e colaboradores (BELLO-ARROYO; ROQUE; MARCOS; ORIHUEL et al.,
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2018). Os videos de cada animal foram salvos em arquivo AVI (audio video interleave)
e foi realizado um corte para obtencao de um video apenas com a area do aparato de
campo aberto, que foi convertido em arquivo TIFF (Tagged Image File Format). Esse
arquivo foi utilizado pelo Fiji ImagedJ para analise do comportamento. Ao final de cada
analise um arquivo de planilha do Microsoft Excel (Microsoft, USA) foi gerado com os
dados numéricos. As unidades de medida fornecidas foram: centimetro (cm) para
distancia, segundo (s) para tempo e cm/s para velocidade. O comportamento dos
animais no teste de alternagao espontanea foi analisado manualmente, como descrito

abaixo.

Figura 3. llustracdo demonstrando os aparatos utilizados para as andlises comportamentais de
memdria espacial de curto prazo (A), ansiedade experimental (B) e interacdo social (C).

Teste de interacao

Labirintoem Y Campo aberto -
social

TzZEssiEEEE
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e

Fonte: Oliveira (2022).

5.4.2 Teste de alternagdo espontanea

O teste de alternagao espontanea Figura 3A é baseado na tendéncia natural
de roedores explorarem um ambiente novo utilizando a memdéria espacial de trabalho.
Quando colocados em um labirinto em Y os animais exploram o ambiente de forma
que eles naturalmente visitam um novo braco ao invés do braco visitado
anteriormente, assim, ha uma tendéncia a alternar as visitas entre os trés bracos. Para
que a exploracdo do ambiente seja eficiente os animais devem manter informacgdes
das regides mais recentemente visitadas e atualiza-la constantemente. Se o animal
apresenta déficit na memoria de trabalho ele tem dificuldade para lembrar qual braco
foi visitado, logo, ele pode apresentar um numero de alternagbes espontaneas
reduzido (WIETRZYCH; MEZIANE; SUTTER; GHYSELINCK et al., 2005). Ademais, é
sugerido que esse teste da énfase principal a atencdo, que é um dos aspectos
importantes da memoria de trabalho (WALL; MESSIER, 2002).
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O teste de alternagao espontanea foi realizado em um aparato feito de madeira,
com trés bracos idénticos (30 cm de altura, 50 cm de comprimento e 14 cm de largura)
colocados em distancia de 120° entre eles, que convergem em um triangulo equilatero
central. Os bragos foram numerados de 1 a 3 e a gravacgéo obtida de cada animal foi
utilizada para analise posterior. Cada animal foi colocado no braco 1 e explorou
livremente o ambiente por 8 minutos. A entrada ou saida do animal de um determinado
braco foi considerada quando as quatro patas ultrapassaram o limite do brago. Uma
alternacdo completa foi definida como entrada sucessiva em cada um dos trés bragos.
As entradas totais e o numero de alternacbes foram computados manualmente e a
porcentagem de alternagdes foi calculada a partir da seguinte formula: % alternagdes
= (numero de alternagdes / numero total de entradas) x 100 (WALL; MESSIER, 2002;
WIETRZYCH; MEZIANE; SUTTER; GHYSELINCK et al., 2005).

5.4.3 Teste de campo aberto

O teste é baseado no comportamento exploratorio natural e aversdo de
roedores a uma situagdo de exposigao. Tais agentes ansiogénicos, ou aversivos,
podem ser, por exemplo, uma area desprotegida ou uma arena aberta. No campo
aberto (Figura 3B), a “periferia” € a regido mais proxima das paredes, protegida e
segura, e a area central é a area ansiogénica por nao ser protegida. O nivel de
ansiedade é expresso pelo numero de entradas e o tempo despendido na area
ansiogénica, assim, quanto menor o numero de entradas, o tempo de permanéncia e
a distancia percorrida no centro do campo aberto, maior o nivel de ansiedade do
animal (CAROLA; D'OLIMPIO; BRUNAMONTI; MANGIA et al., 2002; PENG; ZHANG;
DONG; ZHANG et al., 2016)

O teste do campo aberto foi realizado no DPN 62, em um aparato feito de
madeira, com 50 x 50 cm e paredes de 40 cm. Os animais foram cuidadosamente
colocados no aparato e deixados para explorar por 10 minutos. As gravagdes de video
obtidas de cada animal foram analisadas posteriormente utilizando o software ImageJ
Fiji, como descrito no item 5.4.1. A area central do campo aberto foi de 28 x 28 cm,
definida automaticamente pelo plugin MouBeAt a partir da identificagdo da area total
do aparato. Os seguintes parametros fornecidos pela analise com software foram
obtidos: distancia total percorrida, distancia percorrida no centro, distdncia percorrida
na periferia, tempo despendido no centro, niumero de entradas no centro, tempo total
de congelamento e velocidade média desenvolvida pelo animal. Ao final da analise foi

obtida também uma imagem representativa do trajeto desenvolvido pelo animal no
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campo aberto. Ademais, foi realizada contagem manual da atividade vertical para
verificar o comportamento exploratério dos animais. Esse comportamento é expresso
quando os animais se apoiam temporariamente sobre os membros posteriores e
colocam o corpo ereto para explorar o ambiente (STURMAN; GERMAIN; BOHACEK,
2018).
5.4.4 Teste de interacéo social

O teste de interacdo social (Figura 3C) é utilizado para analisar a sociabilidade
de um animal com um par desconhecido da mesma espécie. Tal teste é fundamentado
na sociabilidade natural de roedores, sendo esse um comportamento essencial a sua
sobrevivéncia (CRAWLEY, 2007). O teste de interacédo social foi realizado em um
aparato de campo aberto. Antes do teste de interacéo social o animal foi colocado no
aparato e deixado para explorar a arena livremente por 10 min, como descrito acima,
para ambientagao ao aparato. Durante o periodo de teste de interagao social o animal
testado foi deixado para explorar o ambiente livremente por 8 minutos, junto com uma
pequena gaiola (15 x 10 x 16 cm) colocada no canto do aparato com um animal
desconhecido dentro. O animal desconhecido era do mesmo sexo e linhagem, com
peso e idade semelhante. Um video para cada animal foi salvo e analisado
posteriormente. O numero de vezes que o animal testado se dirigiu a area onde estava
0 animal desconhecido e o tempo, em segundos, despendido na area préxima (8 cm
a partir da gaiola, definida como regido de interagdo) ao animal desconhecido foram
obtidos através do software Imaged Fiji. Ao final da analise foi obtida uma imagem
semelhante a um mapa de calor, representativa das regides onde o animal despendeu
mais tempo ao longo do teste. Alguns animais conseguiram subir na gaiola, assim, o
tempo despendido no topo da gaiola foi quantificado manualmente e somado ao
tempo despendido na regido de interesse.
5.5 Analise de expressao génica

Para analise de expressao génica 5 animais de cada grupo foram utilizados. A
analise de expressdo génica foi realizada pela técnica de reagcdo em cadeia
polimerase em tempo real conforme descrito previamente por Silva e colaboradores
(SILVA; BRAZ; DO NASCIMENTO; SANTANA et al., 2019). Doze horas apds o
término dos testes comportamentais, os animais foram pré-anestesiados (Isoflurano)
em camara de indugdo e em seguida decapitados utilizando guilhotina prépria para
roedores. Apds a eutanasia, o encéfalo foi rapidamente removido e o cortex pré-
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frontal, hipocampo e cerebelo dissecados e congelados em nitrogénio liquido para
posterior anadlise da expressao génica de IL-1[3, IL-6, TGF-B1 e TNF-a.

Inicialmente o RNA total foi extraido pelo método de extragdo com isotiocinato
de guanidina e o reagente Trizol (Invitrogen, USA) na razdo 1:1,5 de amostra. Apos a
homogeneizagao dos tecidos foi realizada uma incubagao de 5 minutos a temperatura
ambiente e posterior acréscimo de cloroférmio estabilizado para centrifugagdo a
12000g, a 4°C por 15 minutos. Ao RNA formado, foi adicionado alcool isopropilico e
acetato de aménia 2M e a mistura foi entdo incubada a -20°C por 20 min, seguido de
uma nova centrifugagdo a 12000g, a 4°C por 10 minutos. O pellet (RNA) entéo foi
lavado em etanol a 75% e centrifugado a 7500xg, 4°C por 5 minutos. O sedimento de
RNA foi ressuspenso em agua livre de RNase e armazenado em -20°C durante os
experimentos. Para a quantificacdo do RNA, foi usado o Nanodrop 2000 (Thermo
Scientific, USA) onde o grau de pureza de todas as amostras devera ser superior a
1.8 admitindo-se a raz&o entre os valores de absorbancia a 260nm e 280nm.

Para a analise de expressao génica, foi aplicada a técnica da reagado em cadeia
polimerase em tempo real através do Rotor-Gene Q (Qiagen, USA). As amostras
foram utilizadas na concentragéo de 700 ng (analisadas em duplicata) e os parametros
utilizados em cada reacéo seguiram as normas do fabricante.

5.6 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como meédia * erro padrao da média. Os dados
foram testados quanto a normalidade através dos testes Kolmogorov-Smirnov e
Shapiro-Wilk. Para andlise comparativa dos dados foram utilizados os seguintes
testes: Teste T de “Student”, para as analises entre dois grupos e teste de analise de
variancia ANOVA two way com poés-teste de Tukey para a analise dos resultados
compostos por dois fatores (ativagdo imune materna x administracdo de
dextrocetamina). Em todas as comparag¢des os resultados foram considerados
significativos quando p<0,05. Os dados foram organizados em tabelas no software
Excel (Microsoft, USA, versdo 365) e as analises estatisticas foram realizadas no
software GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software Inc., USA, versao 8).
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6 RESULTADOS
6.1 Duragao da gestagao, numero de filhotes por ninhada e massa corpérea
das progenitoras prenhes

O grupo de fémeas gestantes expostas a MIA apresentou redugéo do ganho
de massa corporea 24 horas ap6s a administragao da primeira dose de LPS (controle:
3,0 £1,69 vs MIA: 0,85 £ 1,86; p<0,05) em relagéao ao grupo controle (Figura 4A)

Figura 4. Efeito da administracdo de LPS no DG 15 sobre o ganho de massa corpérea (A),
duracao da gestacao (B) e numero total de filhotes por ninhada (C). Fémeas prenhes foram
submetidas a administragd@o de LPS ou solu¢ao salina nos DG 15 e 16, formando,
respectivamente, os grupos Controle (n=8) ou MIA (n=7). O peso em gramas foi obtido 24 horas
apoés a administracdo de LPS ou salina no DG 15. Dados expressos como média + erro padrao
da média. Teste t de student, *p<0,05.
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Fonte: Oliveira (2022).

Os resultados apresentados nas Figuras 4B e 4C mostram que a MIA ndo promoveu
alterac¢des na duragao da gestagdo bem como no numero total de filhotes por ninhada.
6.2 Testes comportamentais na prole

Os resultados descritos a seguir sao oriundos dos testes realizados na prole
das fémeas controle e MIA. A prole foi alocada de acordo com o tratamento pds-natal,
nos seguintes grupos: controle, DEX, MIA e MIA+DEX.
6.2.1 Memoria espacial de trabalho

Na Figura 5A e 5B observa-se que nao houve diferenga estatistica no numero
de entradas totais dos animais nos bragos do labirinto ou na porcentagem de

alternancia entre os quatro grupos experimentais.
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Figura 5. Efeitos da administragdo de dextrocetamina na prole Controle ou submetida a MIA
sobre a memdéria espacial de curto prazo no 60° DPN (n = 12 por grupo). Nimero de entradas
totais (A) e porcentagem de alternancia (B). Dados expressos como média + erro padrdo da
média. Teste ANOVA two-way com pds-teste de Tukey foi utilizado nas analises.
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Fonte: Oliveira (2022).

6.2.2 Ansiedade experimental

A Figura 6B mostra que ndo houve diferenga estatistica na distancia total
percorrida entre os diferentes grupos experimentais. Pode-se observar pelos dados
apresentados na Figura 6C que o grupo MIA apresentou reducdo da distancia
percorrida no centro do campo aberto comparado com o grupo controle (controle:
22,87 £ 1,09 vs MIA: 17,33 + 1,37; p<0,05), com correspondente aumento da distancia
percorrida na percorrida na periferia (Figura 6D) (controle: 77,12 + 1,90 vs MIA: 82,67
+ 1,374; p<0,05). Ainda na Figura 6C e 6D, é possivel observar que no grupo
MIA+DEX, o tratamento com dextrocetamina promoveu aumento da distancia
percorrida no centro do campo aberto (MIA+DEX: 24,76 + 1,00 vs MIA: 17,33 + 1,37,
p<0,005) e diminuigdo da distancia percorrida na periferia em relagédo ao grupo MIA
(MIA+DEX: 75,24 £+ 1,00 vs MIA: 82,67 + 1,37; p<0,005).

O grupo MIA apresentou menor tempo despendido no centro do aparato
(controle: 98,94 + 8,86 vs MIA: 63,90 £ 7,17; p<0,05), bem como, numero de entradas
no centro do aparato (controle: 79,67 = 4,85 vs MIA: 56,27 * 5,24; p<0,05) quando
comparado ao grupo controle (Figura 6E e 6F). O tratamento com dextrocetamina no
grupo MIA+DEX promoveu aumento no tempo despendido no centro do aparato
(MIA+DEX: 98,62 + 10,03 vs MIA: 63,90 + 7,17; p<0,05) e numero de entradas no
centro do aparato (MIA+DEX: 77,70 = 4,00 vs MIA: 56,27 + 5,245; p<0,05) em

comparagao com o grupo MIA (Figura 6E e 6F).



Figura 6. Efeitos da administragdo de dextrocetamina na prole Controle ou submetida a MIA
sobre a ansiedade experimental no 62° DPN (n = 10 a 12 por grupo). Imagens representativas do
trajeto desenvolvido pelos animais (A), distancia total percorrida (B), distancia percorrida no
centro (C), distancia percorrida na periferia (D), tempo despendido no centro (E), numero de
entradas no centro (F), tempo de imobilidade (G), velocidade média desenvolvida (H) e
comportamento vertical (I). Dados expressos em média + erro padrdo da média. Teste ANOVA
two-way com pos-teste de Tukey foi utilizado nas analises, *p<0,05 e ** p<0,005.
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No que concerne ao tempo de congelamento e velocidade média desenvolvida,
a analise estatistica ndo revelou diferengas entre os grupos experimentais (Figura 6G
e 6H).

O grupo MIA apresentou reducéo da atividade vertical em relagdo ao grupo
controle (controle: 72,0 + 4,4 vs MIA: 51,8 + 3,7; p<0,005) e o tratamento com
dextrocetamina promoveu aumento da atividade vertical no grupo MIA+DEX em
comparagao com o grupo MIA (MIA+DEX: 68,7 + 4,4 vs MIA: 51,8 £ 3,7; p<0,05), como
pode ser observado na Figura 6l.

6.2.3 Interagdo Social

Observa-se na Figura 7 os resultados obtidos no teste de interagdo social
através do numero de idas a regido de interesse e tempo de permanéncia na regido
interagcdo. O grupo MIA apresentou redugdo no tempo de interagdo quando
comparado ao grupo controle (controle: 228,6 + 31,59 vs MIA: 130,6 £ 12,67; p<0,05)
e, por sua vez, o tratamento com dextrocetamina aumentou o tempo de interacao no
grupo MIA+DEX comparado ao grupo MIA (MIA+DEX: 277,3 £ 20,0 vs MIA: 136,1
12,68; p<0,0005), como visto na Figura 7B. Como pode ser visto na Figura 7C, o
grupo MIA+DEX apresentou aumento do numero de idas a regido de interacao em
comparagao com o grupo MIA (MIA+DEX: 233,4 + 29,7 vs MIA: 110,2 + 22,6; p<0,05).
6.3 Analise de expressao génica

As Figuras 8, 9 e 10 apresentam os resultados da analise de expresséo de
RNA mensageiro das citocinas IL-18, IL-6, TGF-B1 e TNF-a no hipocampo, cerebelo
e cortex pré-frontal.

No cerebelo (Figura 8), a expressao de IL-1B foi reduzida nos grupos DEX
(controle: 1,0 £ 0,1 vs DEX: 0,3 £+ 0,09; p<0,005), MIA (controle: 1,0 £ 0,1 vs MIA: 0,5
1+ 0,07; p<0,05) e MIA+DEX (controle: 1,0 £ 0,1 vs MIA+DEX: 0,3 £ 0,08; p<0,005) em
comparagao com o grupo controle. A expressao de IL-6 e TGF-B1 nao foi alterada
entre os grupos experimentais. A MIA promoveu aumento da expressao de TNF-a no
grupo MIA em comparagado com grupo controle (controle: 1,0 £ 0,2 vs MIA: 2,5 £ 0,2;
p<0,005) e a administragao de dextrocetamina no grupo MIA+DEX promoveu redug¢ao
na expressao dessa citocina em comparagao com o grupo MIA (MIA+DEX: 1,0 £ 0,2
vs MIA: 2,5 £ 0,2; p<0,005).
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Figura 7. Efeitos da administragdo de dextrocetamina na prole Controle ou submetida a MIA
sobre a interagdo socialaos no 62° DPN (n = 9 a 11 por grupo). Imagens em mapa de calor
representativas da regido onde os animais despenderam mais tempo (A), tempo despendido na
regido de interagdo (RI) (B) e nimero de idas a regido de interesse (C). Dados expressos em
média + erro padrdo da média. Teste ANOVA two-way com pds-teste de Tukey foi utilizado nas
andlises, *p<0,05 e *** p<0,001.
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Fonte: Oliveira (2022).

No hipocampo (Figura 9), o grupo MIA+DEX apresentou aumento na
expresséao de IL-13 em relagdo aos grupos DEX (MIA+DEX: 1,9 + 0,17 vs DEX: 0,8
0,1; p<0,005) e MIA (MIA+DEX: 1,9 £ 0,17 vs MIA: 0,8 + 0,1; p<0,005). A citocina IL-
6 teve sua expressao reduzida nos grupos MIA (controle: 1,0 £ 0,06 vs MIA: 0,4 + 0,1;
p<0,05) e MIA+DEX (controle: 1,0 £ 0,06 vs MIA+DEX: 0,3 £ 0,1; p<0,005) comparado
ao grupo controle. TGF-B1 teve sua expressao aumentada no grupo MIA+DEX
comparado aos grupos controle (controle: 1,0 + 0,2 vs MIA+DEX: 2,2 + 0,07;
p<0,0005), DEX (MIA+DEX: 2,1 + 0,02 vs DEX: 1,1 £ 0,1; p<0,005) e MIA (MIA+DEX:
2,1 + 0,02 vs MIA: 0,8 £ 0,03; p<0,0005). O grupo DEX apresentou redugcado na
expressao de TNF-a comparado ao grupo controle (controle: 1,0 £ 0,1 vs DEX: 0,3
0,1; p<0,05).



48

No cortex pré-frontal (Figura 10), a MIA promoveu aumento na expressao das
citocinas IL-18 (controle: 1,0 £ 0,3 vs MIA: 3,0 + 0,2; p<0,005), IL-6 (controle: 1,0 £ 0,3
vs MIA: 6,8 + 1,3; p<0,005) e TGF-1 (controle: 1,0 £ 0,3 vs MIA: 4,5 £ 0,9; p<0,005)
quando comparado com o grupo controle. No grupo MIA+DEX a administragao de
dextrocetamina promoveu reducgéo na expressao IL-18 (MIA+DEX: 1,3 + 0,4 vs MIA:
3,0 £ 0,2; p<0,005), IL-6 (MIA+DEX: 1,3 £ 1,0 vs MIA: 6,8 + 1,3; p<0,005) e TGF-B1
(MIA+DEX: 1,7 £ 0,5 vs MIA: 4,5 + 0,9; p<0,05) comparado ao grupo MIA. A expresséo
da citocina TNF-a foi aumentada no grupo DEX em comparagdo com 0S grupos
controle (controle: 1,0 £ 0,2 vs DEX: 3,7 £ 0,6; p<0,0005), MIA (controle: 1,0 £ 0,2 vs
MIA: 0,8 £ 0,1; p<0,0005) e MIA+DEX (controle: 1,0 + 0,2 vs MIA+DEX: 1,0 £ 3,8;
p<0,0005).

Figura 8. Efeitos da administracdo de dextrocetamina na prole Controle ou submetida a MIA
sobre a expressdo génica de citocinas IL-1B, IL-6, TGF-B e TNF-a no cerebelo (A - D).
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Figura 9. Efeitos da administragdo de dextrocetamina na prole Controle ou submetida a MIA
sobre a expressao génica de citocinas IL-1p, IL-6, TGF-3 e TNF-a no hipocampo (A — D).
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Figura 10. Efeitos da administracdo de dextrocetamina na prole Controle ou submetida a MIA
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7 DISCUSSAO

Neste estudo nds testamos o potencial da dextrocetamina para prevenir as
alteracbes comportamentais e moleculares causadas pela exposi¢cdo a MIA durante o
periodo fetal. Nossos achados demonstraram que a administracdo de dextrocetamina
preveniu o aumento da ansiedade experimental e a redugdo da interacdo social
induzidas pela MIA, o que pode ser associado com a regulagao da expressao génica
das citocinas nas diferentes regides do encéfalo estudadas. Embora os mecanismos
de acao da dextrocetamina ndo sejam totalmente compreendidos, nossos resultados
sugerem que a regulagdo da expressao génica de citocinas pode ser um dos
mecanismos utilizados para prevenir as alteragdes comportamentais induzidas pela
MIA.

Diversos estudos tém apresentado evidéncias que a exposicdo a MIA € um
fator de risco para o desenvolvimento de autismo e esquizofrenia, como revisado por
Estes e McAllister (ESTES; MCALLISTER, 2016). A possibilidade de envolvimento de
mediadores do sistema imune em doengas do neurodesenvolvimento é ratificada pela
presenga de um estado pré-inflamatério nesses pacientes (ZENGELER; LUKENS,
2021). Em roedores, o estado pré-inflamatério no encéfalo do feto induzido pela MIA
parece ser conservado até a vida adulta (BERGDOLT; DUNAEVSKY, 2019). Nés
demonstramos que a indugao da MIA com LPS promoveu, na prole adulta, aumento
na ansiedade experimental, reducido da interagao social e alteragdes na expressao
génica de citocinas, sugerindo um desbalanceamento, pois foi observado aumento na
expressao de IL-1B, IL-6 e TGF-B1 no cortex pré-frontal, reducao da expressao de IL-
6 no hipocampo e, no cerebelo, aumento da expressdo de TNF-a e reducido da
expresséao de IL-1[3.

Déficits de interacdo social e ansiedade sdo descritos com frequéncia em
pacientes com doengas do neurodesenvolvimento como a esquizofrenia (KAHN;
SOMMER; MURRAY; MEYER-LINDENBERG et al., 2015; TEMMINGH; STEIN,
2015). Nés utilizamos o teste de campo aberto para analisar a ansiedade experimental
e o comportamento exploratério. No grupo MIA, a reducéo da atividade vertical e da
exploracdo do centro do aparato, sem alteracbes na distancia total percorrida,
sugerem aumento da ansiedade experimental em resposta ao ambiente ansiogénico.
Nossos achados indicando que a MIA induz aumento da ansiedade experimental na
prole adulta estdo em acordo com estudos prévios (RAHIMI; PEERI; AZARBAYJANI;
ANOOSHEH et al., 2020; SPINI; FERREIRA; GOMES; DUARTE et al., 2021; YANG;
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WANG; ZHONG; CHEN et al., 2021). Demonstramos também que a MIA causou
reducao da interagao social, o que € corroborado por estudos anteriores (CARLEZON;
KIM; MISSIG; FINGER et al., 2019; LI; MISSIG; FINGER; LANDINO et al., 2018). Haja
vista os resultados dos testes de comportamento no grupo MIA+DEX, segundo o
nosso conhecimento, este é o primeiro trabalho demonstrando os efeitos sustentados
(que se prolonga por 12 dias, desde o final da administragao da dextrocetamina até a
analise do comportamento) da dextrocetamina para prevenir o aumento da ansiedade
experimental e a reducao de interacido social em animais expostos a MIA.

Estudos pré-clinicos tém demonstrado o potencial da dextrocetamina para
tratar alteracbes comportamentais em modelos experimentais de depressdao, com
efeitos antidepressivos verificados imediatamente ou, no maximo, até 7 dias apos o
fim da administragdo (SCOTTON; ANTQUEVIEZC; VASCONCELOS; DALPIAZ et al.,
2022). Em relagao aos estudos com modelos experimentais semelhantes ao utilizado
no presente trabalho, segundo o nosso conhecimento, apenas o estudo de Yunfei e
colaboradores testou os efeitos da dextrocetamina para prevenir as alteracdes
comportamentais induzidas pela MIA em camundongos (TAN; FUJITA; PU; CHANG
et al., 2022). Os autores descreveram que a MIA induziu déficit cognitivo, que foi
analisado através do teste de reconhecimento de novo objeto. Os déficits cognitivos
foram prevenidos de forma sustentada (14 dias) pela administragdo dextrocetamina.
Nossos resultados ratificam a capacidade da dextrocetamina para prevenir de forma
duradoura as alteragdes comportamentais induzidas pela MIA em outros dominios do
comportamento como a ansiedade experimental e a interac&o social. Tendo em vista
a diversidade de alteragbes comportamentais induzidas pela MIA (BROWN; MEYER,
2018), mais estudos devem ser realizados para verificar a capacidade da
dextrocetamina para tratar outras alteragdes comportamentais relevantes para o
estudo pré-clinico do tratamento de doencas do neurodesenvolvimento.

Nossos resultados no teste de labirinto em Y demonstraram que a MIA nao
induziu déficits na memoria espacial de trabalho. A literatura diverge a respeito dos
efeitos da MIA sobre a memoaria espacial de trabalho analisada através da alternagao
espontanea no labirinto em Y. Por exemplo, o estudo de Mueller e colaboradores
demonstrou que a administragédo de poly |:C no dia gestacional (DG) 12, mas nao no
DG 9, promove redugdo da alternancia no labirinto em Y em camundongos adultos,
embora as doses de poly I:C sejam iguais (MUELLER; POLESEL; RICHETTO;

MEYER et al., 2018). Esses achados concordam com o estudo de O’Leary e
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colaboradores, que demonstrou que a indugdo da MIA com poly I:C no DG 9, em
camundongos, nao foi capaz de promover alteragdes na alternancia no labirinto em Y
(O'LEARY; DESBONNET; CLARKE; PETIT et al., 2014). No estudo de Alizadeh e
colaboradores, os autores observaram redugdo da alternancia em animais adultos
expostos a MIA induzida por LPS no DG 15 e 16 (ALIZADEH; DAVOODIAN; KAZEMI;
GHASEMI-KASMAN et al., 2020). Entretanto nesse estudo os autores utilizaram ratos
e a dose de LPS foi cinco vezes maior que a utilizada em nosso trabalho. Ainda,
camundongos expostos a MIA podem ser resilientes, n&o apresentando alteragdes na
alternancia, enquanto outros animais sao susceptiveis a exposi¢ao a MIA (MUELLER;
SCARBOROUGH; SCHALBETTER; RICHETTO et al., 2021). As diferencas entre os
resultados dos estudos citados acima (inclusive o nosso) podem ser devido ao agente
(LPS ou poly I:C) e dose utilizada para induzir a MIA, idade gestacional na qual a MIA
foi induzida, espécie utilizada no estudo e idade da prole durante a analise da memoria
espacial de trabalho. De acordo com esses estudos, a dose utilizada em nosso
trabalho pode nao ter sido suficiente para induzir alteragbes que influenciassem a
alternancia, ou o periodo no qual induzimos a MIA n&o era de susceptibilidade.
Apesar dos nossos resultados demonstrarem que a administracdo de
dextrocetamina foi capaz de prevenir as alteragdes comportamentais induzidas pela
MIA, a (D/E)-cetamina tem sido utilizada para induzir um modelo farmacolégico de
esquizofrenia, com alteragdes comportamentais diversas, incluindo aumento da
ansiedade e redugao da interagc&o social em camundongos (FROHLICH; VAN HORN,
2014). Nesses estudos, o modelo de esquizofrenia € induzido com a administragdo da
mistura racémica da cetamina — (D/E)-cetamina. No entanto, nossos resultados no
grupo DEX demonstraram que a administragdo de dextrocetamina ndo promoveu
alteragcdes comportamentais, seja na memodria espacial de trabalho, ansiedade
experimental ou interagdo social, em comparagdao com o grupo controle. A auséncia
de alteragdes comportamentais no grupo DEX em nosso experimento pode ser
explicada pela menor afinidade da dextrocetamina pelo receptor NMDA (TEMME;
SCHEPMANN; SCHREIBER; FREHLAND et al., 2018). Em concordancia, Chang e
colaboradores demonstraram, em camundongos, que quanto maior for a afinidade do
antagonista pelo receptor NMDA, maior sera a poténcia dos seus efeitos para induzir
alteragcdes comportamentais e menores seus efeitos antidepressivos (CHANG,;
ZHANG; PU; QU et al., 2019). Ainda no presente estudo, nds iniciamos a analise do

comportamento dez dias apods o fim da administracdo de dextrocetamina. Como nao
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realizamos analises de comportamento 1 dia apdés o fim da administragdo, nao
sabemos se a dextrocetamina tem efeito agudo para prevenir ou potencializar as
alteracdes induzidas pela MIA. Esta € uma limitacdo deste trabalho.

Citocinas sao proteinas de sinalizagdo com acao pleiotrépica, que no sistema
nervoso central podem ser secretadas por neurdnios, micrdglia, astrocitos e células
imunes infiltradas (ZENGELER; LUKENS, 2021). Nossos resultados demonstraram
que os animais que receberam a administragao de dextrocetamina, a indugao da MIA,
ou ambos, apresentaram alteragbes na expressao génica de citocinas de forma
diferente entre as regides analisadas. As citocinas sao constitutivamente expressas
no sistema nervoso central e podem ser diferentemente reguladas em processos
normais e patologicos, como tem sido demonstrado em pacientes com esquizofrenia
e autismo (ZENGELER; LUKENS, 2021). Em roedores, a MIA induz alteragbes na
expressao de citocinas no encéfalo da prole e estas alteragcdes variam de acordo com
a regiao analisada. Além de sua agdo como imunomediador, as citocinas tém papel
distinto nas diferentes regides do encéfalo, regulando desde a atividade neuronal até
o comportamento (BERGDOLT; DUNAEVSKY, 2019).

Além de sua participagcdo essencial em processos relacionados ao controle
motor, o cerebelo tem participagcdo importante em processos como interacido social e
0 processamento emocional, demonstrando alteracdes em doengas como o autismo
e a esquizofrenia (PHILLIPS; HEWEDI; EISSA; MOUSTAFA, 2015). A analise da
expressdo génica no cerebelo demonstrou que os grupos DEX, MIA ou MIA+DEX
apresentaram reducao da expressao de IL-1[3. Ainda, foi observado que a MIA induziu
aumento da expressdo de TNF-a e que a administracdo de dextrocetamina preveniu
esse aumento. Em conjunto, esses resultados ratificam a atividade anti-inflamatéria
da dextrocetamina no cerebelo. Yamamoto e colaboradores demonstraram que o
modelo experimental de depressio induzido pela administragdo de LPS no cerebelo
induziu alteragdes comportamentais que foram prevenidas pela inativacido de TNF-a
(YAMAMOTO; KIM; IMAI; ITAKURA et al., 2019), assim, no presente trabalho, a
reducao da expressédo de TNF-a no grupo MIA+DEX comparado ao grupo MIA pode
ser um dos mecanismos pelo qual a dextrocetamina preveniu as alteragdes
comportamentais induzidas pela MIA.

No hipocampo, a analise da expressao génica das citocinas demonstrou que a
MIA induziu redugao na expressao de IL-6, assim como no grupo MIA+DEX, sugerindo

que a dextrocetamina nao foi capaz de prevenir esta reducao. A expressao de IL-1B
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foi aumentada no grupo MIA+DEX em comparagao com os grupos DEX e MIA, sem
alteragdes em comparagao ao grupo controle, sugerindo que a dextrocetamina foi
capaz de aumentar a expressao desta citocina apenas nos animais expostos a MIA.
A expressao génica de TGF-B1 foi aumentada no grupo MIA+DEX em comparagao
com os demais grupos. Outros trabalhos tém demonstrado que o TGF-B1 tem agdes
neurotréficas e neuroprotetoras no hipocampo (CARACI; GULISANO; GUIDA,;
IMPELLIZZERI et al., 2015) e que a agdo antidepressiva da dextrocetamina é
dependente da expressdo de TGF-B1 no hipocampo (ZHANG; YANG; CHANG;
SAKAMOTO et al., 2020). Embora nosso trabalho n&o tenha analisado a plasticidade
sinaptica, Oh-Nishi e colaboradores demonstraram que a exposi¢cao a MIA induz
reducao da plasticidade sinaptica no hipocampo (OH-NISHI; OBAYASHI; SUGIHARA,;
MINAMIMOTO et al., 2010). Esses estudos sugerem que os efeitos da dextrocetamina
para prevenir as alteragdes comportamentais induzidas pela MIA observadas no
presente trabalho podem ser mediados pelo aumento da expressado de TGF-1 e sua
regulagéo sobre a neuroplasticidade.

A exposicédo a MIA induziu, no cortex pré-frontal, aumento da expressao génica
das citocinas IL-13, IL-6 e TGF-B1 e a administragcao de dextrocetamina reduziu o
aumento induzido pela MIA. Classicamente, IL-1B e IL-6 sdo citocinas com agao pro-
inflamatéria e TGF-B1 tem acado anti-inflamatoéria. Esses resultados sugerem um
estado pro-inflamatério no cortex pré-frontal induzido pela MIA, como demonstrado
por Garay e colaboradores (GARAY; HSIAO; PATTERSON; MCALLISTER, 2013), e
qgue a dextrocetamina teve acgao regulatéria anti-inflamatéria. O cértex pré-frontal tem
participacdo importante em processos relacionados a ansiedade e interacdo social
(LE MERRE; AHRLUND-RICHTER; CARLEN, 2021), assim, o estado pré-inflamatério
induzido pela MIA pode promover alteragées no cortex pré-frontal associadas as
alteracdes comportamentais observadas nesse trabalho. A regulagéo anti-inflamatéria
pode explicar, em partes, 0 mecanismo através do qual a dextrocetamina previne as
alteragcdes comportamentais. Nossos resultados s&o corroborados por Zhang e
colaboradores, que demonstraram, em camundongos, que a administragdo de LPS
promoveu alteracbes comportamentais e um estado pro-inflamatério e que a
administracao de dextrocetamina reverteu as alteragdes comportamentais e teve acao
anti-inflamatéria no cértex pré-frontal (ZHANG; MA; WAN; SHAN et al., 2021).

Em resumo, o presente trabalho demonstrou que a administracdo de

dextrocetamina preveniu o aumento da ansiedade e a reducao da interagcado social
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induzidos pela MIA. Os efeitos preventivos foram observados no 12° dia apés o final
do periodo de administracdo da dextrocetamina, indicando uma agao sustentada da
dextrocetamina. A nivel molecular, a dextrocetamina aumentou a expressao de TGF-
B no hipocampo, reduziu o aumento da expressao de TNF-a induzido pela MIA no
cerebelo e preveniu o estado proé-inflamatdrio no cértex pré-frontal induzido pela MIA.
Esses achados associam um estado inflamatério desregulado induzido pela MIA as
alteragdes comportamentais observadas, sugerindo que a dextrocetamina, ao regular
a expressao de citocinas, previne o aumento da ansiedade experimental e a redugao

da interacao social.
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8 CONCLUSAO
A dextrocetamina previne o aumento da ansiedade experimental e a redugao
da interacao social induzidos pela ativacdo imune materna, associado a modulagao

da expressao de citocinas no cerebelo, hipocampo e cértex pré-frontal.
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