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RESUMO

ZAGER, A. A ativagdo imune materna e os efeitos sobre a imuni  dade,
neuroinflamacdo e desenvolvimento da encefalomielit e autoimune
experimental na prole de camundongos . [Maternal immune activation and the
effects on immunity, neuroinflammation and development of experimental
autoimmune encephalomyelitis in the offspring]. 2013. 146 f. Tese (Doutorado em
Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o
Paulo, Sao Paulo, 2013.

Experiéncias vivenciadas durante o periodo pré-natal sdo determinantes para a
saude do feto. A ocorréncia de infeccbes maternas e a consequente ativacdo do
sistema imune da mae ocasionam uma seérie de alteracbes estruturais e funcionais
no cérebro da prole, podendo predispor o individuo a transtornos psiquiatricos na
vida pés-natal, como esquizofrenia e autismo. No entanto, estudos que investigam
as alteracbes imunes na prole ainda sdo escassos na literatura. Dessa forma, o
objetivo do presente estudo foi avaliar, na prole, o impacto da ativacdo imune
materna sobre a atividade imune periférica, a resposta imune-inflamatéria no
sistema nervoso central (SNC), e sobre o desenvolvimento da encefalomielite
autoimune experimental (EAE), o modelo murino de Esclerose Mudltipla.
Camundongos fémeas prenhes receberam uma administracdo de salina ou
lipopolissacarideo (LPS) ao final da gestacdo (dia gestacional 17) e, quando adulta,
a prole foi submetida a 3 experimentos principais, analisando: (1) producéao de
citocinas, atividade de células da periferia e desenvolvimento da hipersensibilidade
do tipo tardia; (2) producdo de mediadores inflamatérios por células residentes do
SNC e; (3) desenvolvimento dos sintomas clinicos e da resposta imune no decorrer
da EAE. Nossos resultados mostraram que a ativacdo imune materna provocou na
prole alteracGes imunes periféricas, como aumento da producao de Interleucina(IL)-
12 e exacerbacao da resposta de hipersensibilidade do tipo tardia; potencializacao
da producéo das citocinas IL-1B e IL-6 em cultura priméria de células residentes do
SNC e; piora na severidade dos sintomas clinicos causados pela EAE, que coincide
com aumento do infiltrado de linfocitos e macréfagos no SNC e ativacdo imune-
inflamatoria das células da glia. Tomados em seu conjunto, os dados do presente

trabalho sugerem que condi¢des inflamatoérias durante a gestacéo, particularmente



durante o final da gestacdo, podem predispor o feto a distarbios autoimunes e

neurodegenerativos na vida adulta.

Palavras-chave: Ativacdo imune materna. Imunidade mediada por células. Citocinas Th1/Th2/Th17.

Neuroinflamacé&o. Encefalomielite autoimune experimental.



ABSTRACT

ZAGER, A. Maternal immune activation and the effects on immun ity,
neuroinflammation and development of experimental a utoimmune

encephalomyelitis in the offspring . [A ativacdo imune materna e os efeitos sobre a
imunidade, neuroinflamagéo e desenvolvimento da encefalomielite autoimune
experimental na prole de camundongos]. 2013. 146 f. Tese (Doutorado em Ciéncias)
— Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, S&o
Paulo, 2013.

Prenatal period experiences are crucial for the fetal health. The occurrence of
maternal infections and subsequent maternal immune system activation cause a
number of structural and functional changes in the brain of the offspring that may
predispose individuals to psychiatric disorders in post-natal life, such as
schizophrenia and autism. However, studies investigating offspring’s immune
alterations are still scarce in the literature. The aim of this study was to evaluate, in
mice offspring taken from LPS-treated dams, the impact of maternal immune
activation on peripheral immune cell activity, central nervous system (CNS)
inflammatory response, and development of experimental autoimmune
encephalomyelitis (EAE), the murine model of multiple sclerosis. Pregnant female
mice received a dose of either saline or lipopolysaccharide (LPS) during late
gestation (gestational day 17), and offspring were used in three experiments to
analyze: (1) cytokine production and activity by peripheral immune cells and
development of delayed type hypersensitivity, (2) production of inflammatory
mediators by resident CNS cells and, (3) development of clinical symptoms and
immune response during the course of EAE. Our results showed that maternal
immune activation resulted in immune alterations in the offspring, such as increased
peripheral production of interleukin (IL) -12 and exacerbated response of delayed-
type hypersensitivity; enhancement of IL-1 and IL-6 productions in primary CNS
resident cells culture and; increased severity of EAE clinical symptoms, which is
positively correlated with the increased lymphocytes and macrophages infiltration
within the CNS and also with the immune-inflammatory activation of glial cells. Taken
together, the data from this study suggest that inflammatory conditions during
pregnancy, especially during the late pregnancy, may predispose the fetus to

autoimmune and neurodegenerative disorders in adulthood.



Keywords: Maternal immune activation. Cell-mediated immunity. Th1/Th2/Th1l7 cytokines.

Neuroinflammation. Experimental autoimmune encephalomyelitis.
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1 INTRODUCAO

Desde a primeira descricdo da sindrome da adaptacdo geral, feita por Hans
Selye em 1936, e da introdugéo do termo “estresse” em medicina, ficou evidente que
estados mentais afetam a fisiologia de um organismo, particularmente o sistema
imune. A partir dai, evidéncias crescentes indicaram que essa interacdo entre 0s
sistemas nervoso e imune € reciproca, fornecendo as bases da
neuroimunomodulacgao.

Atualmente sabe-se que existe uma interacao bi-direcional entre o sistema
nervoso e o sistema imune que se manifesta através de um equilibrio dinamico tanto
em condi¢cbes fisiolégicas como, principalmente, patolégicas. Por um lado,
mediadores produzidos por células imunes, como citocinas e prostaglandinas, agem
no sistema nervoso central (SNC), modulando a atividade de neurbnios e causando
alteracGes na neurotransmissao e no comportamento.

Por outro lado, a ativacdo do sistema nervoso autbnomo simpatico assim
como do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) modulam a atividade do sistema
imune de maneira dependente da intensidade e da duracdo do estimulo estressor.
Levando-se em consideracdo que orgdos linfoides como baco, linfonodo e timo
possuem inervacdes simpaticas e também respondem aos glicocorticoides,
estressores, quando aplicados de forma aguda, estimulam a atividade de certas
células, melhorando a resposta imune; por outro lado, estressores cronicos
prejudicam a imunidade, principalmente o perfil de citocinas Thl. Nao obstante, esse
fendmeno pode ser modulado também por receptores de outros neurotransmissores
presentes em células imunes como, por exemplo, receptores glutamatérgicos,
colinérgicos e adrenérgicos.

Apesar das evidéncias crescentes indicarem que 0s sistemas nervoso e
imune estédo intrisecamente conectados, podendo um controlar e regular a funcéo do
outro, essa relacdo ndo esta muito esclarecida no que diz respeito ao periodo
gestacional. Modelos animais em que estressores ou desafios imunes sédo aplicados
nas maes prenhes sdo uma importante ferramenta para o estudo das interacbes

neuroimunes; em especial, mostram a importancia do ambiente gestacional para a
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fisiologia do feto, mesmo apds seu nascimento. Nesse sentido, ainda sdo escassos
os estudos que correlacionam a ativacdo imune pré-natal com o aparecimento de
distarbios imunolégicos e doencas neurodegenerativas na vida adulta, como a

esclerose multipla, sendo o foco do presente trabalho.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Nas dUltimas décadas tornou-se evidente que o desenvolvimento e o
comportamento posterior de um organismo imaturo nao é determinado somente por
fatores genéticos e pelo ambiente pos-natal, mas também pelas condic6es maternas
vivenciadas durante a gestacédo (KYLE; PICHARD, 2006). E de conhecimento geral
que experiéncias vivenciadas durante a vida perinatal (periodo que consiste da
concepcao até o desmame) séo capazes de desencadear profundas consequéncias
no organismo e na saude da prole mesmo na vida adulta (PAINTER et al., 2005).
Particularmente, a vida e o0 ambiente intra-uterino desempenham um papel
fundamental no desenvolvimento do feto, uma vez que diversos estimulos aplicados
sobre a mée afetam a homeostasia fisiolégica do mesmo. Essas alteracdes
observadas na prole, jovem e/ou adulta podem ser decorrentes, entre outros, da
acdo de fatores nutricionais, farmacoldgicos e ambientais (ZHANG et al., 2005;
VILTART; VANBESIEN-MAILLIOT, 2007; RITZ; WILHELM, 2008).

2.1 ATIVACAO IMUNE MATERNA

A exposicdo da mae a estimulos imune-inflamatérios representa uma
importante comorbidade durante a gravidez, uma vez que o feto é reconhecido pelo
organismo da mde como um tipo de antigeno, o que exige um balanc¢o imunolégico
muito delicado por parte da mae para a continuidade da gestagéo. E sabido que em
condicbes de inflamacéo sistémica intensa, o organismo da mae pode ndo mais
tolerar a presenca do feto ocorrendo rejeicdo e, consequente aborto (DENNEY;
CULHANE, 2009; AISEMBERG et al., 2010).

Em condicbes de inflamacdo aguda ou de processos inflamatérios em
menores propor¢des, a ativacdo imune aumenta a liberacao de glicocorticoides e, a
producdo de citocinas pro-inflamatorias, principalmente de Interleucina(lL)-18, IL-6 e
Fator de necrose tumoral (TNF) por células do sistema imune da mée e do feto.

Essas citocinas tém a capacidade de atravessar a barreira placentaria e
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hematoencefélica, modulando diversas funcbes em desenvolvimento, como por
exemplo, aguelas ligadas ao SNC e ao sistema imune do feto. Ainda, os patégenos
podem ser reconhecidos por células do trofoblasto (porcao fetal da placenta), que
por sua vez também produzem citocinas que vao agir no feto (MEYER et al., 2007),

como ilustrado na figura 1.

Figura 1 - Resposta imune e de liberacdo de citocinas durante a gravidez

Infecgao

* . @Ib.;
0;5? ...

Ambiente fetal

Ambiente materno

b @
I
|

Legenda: Patdgenos (em vermelho) séo reconhecidos pelo sistema imune materno (em laranja) e por
células da placenta, que produzem e liberam citocinas pro-inflamatorias (em azul) no organismo da
mae e no ambiente intra-uterino. Esses mediadores inflamatérios agem no SNC do feto e podem
afetar o desenvolvimento neural, dependendo do estdgio gestacional e da especificidade dessas
citocinas.

Fonte: modificado de Meyer et al. (2007).

No entanto, essas altera¢cdes dependem da duracdo e do estagio gestacional
da exposicdo. Por exemplo, exposi¢do a processos inflamatoérios durante o inicio da
gestacdo (em humanos, o primeiro trimestre; em roedores, até o sétimo dia de
prenhez) afetam principalmente a proliferacéo e diferenciacdo neural, assim como a
maturacao sindptica. As consequéncias da inflamacéo pré-natal sdo mais funcionais
quando ocorrem durante os estagios tardios da gestacdo (em humanos, o terceiro
trimestre; em roedores, a partir do dia 14 de prenhez), modificando principalmente a
migracdo e a organizacdo neural, a maturacdo sinaptica e o crescimento axonal,
como ilustrado na figura 2 (MEYER et al., 2007).
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Figura 2 - Efeito diferenciado de desafios pré-natais em diferentes estagios da prenhez sobre o
desenvolvimento do SNC

Ativagdo
imune no
inicio da
gestagdo

Alteragdes
estruturais e
funcionais
multiplas

Ativagdo
imune no
final da
gestagdo

Alteragdes
estruturais e
funcionais
restritas

Fonte: modificado de Meyer et al. (2007).

Alguns modelos experimentais tém sido usados para mimetizar as condi¢des
de infeccbes na mae como, por exemplo, os produzidos por bactérias Gram
negativas (Escherichia coli) e Gardinerella vaginalis, que representam as infeccbes
de ocorréncia mais comum durante a gravidez (FARO; FENNER, 1998). Nesse
sentido, € importante destacar que as infec¢cdes por E. coli representam cerca de
90% de todas as infec¢cbes no trato urinario de mulheres em idade fértil (FARO,;
FENNER, 1998).

Conforme descrito por Ashdown et al. (2006), as alteracbes advindas de
inflamac&o materna descritas na literatura séao atribuidas a ativacdo imune da mae, e
nao a uma acao direta do estimulo imune, uma vez que esse estimulo ndo atravessa
a barreira placentaria. Por essa razdo, experimentos dessa nhatureza s&o
considerados modelos de Ativagdo Imune Materna ou Pré-natal. Na tentativa de se
estudar de que forma a ativacdo imune materna influencia o desenvolvimento do
feto, diversas abordagens foram criadas, como por exemplo a exposicdo da méae a
patogenos especificos como por exemplo, a bactéria E. coli e ao virus influenza.

Em contrapartida a administracdo de patdgenos vivos, a ativacdo imune
também pode ser induzida pela administracdo de proteinas bacterianas e analogos
sintéticos virais, 0 que apresenta vantagens sobre modelos que utilizam agentes
patogénicos, uma vez que é possivel estabelecer uma curva dose-resposta com o
uso desses compostos, além da facilidade de manipulacdo sem medidas de

bioseguranca téo restritas.



Revisao da Literatura 23

Os dois modelos de ativagdo imune materna mais utilizados na literatura
consistem na exposicAio da mae a compostos como O acido
polyriboinosinico:polyribocytidilico (Polyl:C), considerado um modelo de infeccao

viral e o lipopolissacarideo (LPS), um modelo de infec¢ao bacteriana.

2.2 POLYI:C

O Polyl:C, um anélogo sintético de RNA viral, € reconhecido primeiramente pelo
receptor Toll-like 3 das células imunes, que por sua vez ativa fatores de transcri¢cao
como o fator nuclear kB (NFkB); esta ativacdo € responsavel pela sintese e
liberacdo de citocinas proé-inflamatérias (principalmente IL-1B, IL-6 e TNF-a) e do
Fator Regulador de Interferon tipo 3 (IRF-3). Este fator € responsavel pela liberagédo
de interferons a e B do tipo 1 que, por sua vez, juntamente com as citocinas,
atravessam a barreira placentaria exercendo seus efeitos sobre o desenvolvimento
fetal (MEYER et al., 2009).

Diversas consequéncias sao relatadas no SNC da prole apos a exposi¢cao ao
Polyl:C; dentre elas, podemos citar diminuicdo da neurogénese no hipocampo e da
expressdo dos receptores D1 e D2 no cortéx pré-frontal, e 0 aumento da expressao
de tirosina hidroxilase no mesencéfalo, estridado e nucleo accumbens (MEYER et
al., 2008b; 2008c; WINTER et al., 2009; MEYER et al., 2010). Ainda, esse tipo de
manipulacdo afeta também a expressdo cerebral de diversos genes responsaveis
pelo desenvolvimento de areas dopaminérgicas (MEYER et al., 2008a).

Quanto ao comportamento da prole, é relatado que o Polyl:C reduz, nos
filhotes de maes tratadas, o reconhecimento de objetos, a interacdo social e o
reflexo de startle, aumentando a resposta locomotora a anfetamina; esses dois
altimos achados podem ser revertidos pela administracdo de neurolépticos
(antagonistas dopaminérgicos) (ZUCKERMAN et al., 2003; OZAWA et al., 2006;
SMITH et al., 2007; MEYER et al., 2008d).

Recentemente, um elegante trabalho publicado na revista Science relatou que
um estressor aplicado durante a puberdade foi capaz de desencadear uma série de

efeitos provocados pela exposicdo pré-natal ao Polyl:C, como, por exemplo, a
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resposta comportamental, neuroquimica e neuroinflamatéria da prole (GIOVANOLI
et al., 2013).

Em contrapartida aos efeitos ja conhecidos de desafios imunes durante o
desenvolvimento, pesquisas recentes ja relacionam a ativacao imune pré-natal com
0 aparecimento de doencas neurodegenerativas na vida adulta, como Doenca de
Alzheimer (DA). Um estudo recente mostrou que a administracdo de Polyl:C a
camundongos wild type no final da gestacéo (dia gestacional DG17) foi capaz de
induzir agregados da proteina B-amiléide em regides cerebrais na prole avaliada
guando adulta. Nesse mesmo estudo, foi também demonstrado que esse efeito é
exacerbado em camundongos triplos transgénicos para a DA, o 3xTg-AD, e que
esses achados correlacionam-se com neuroinflamacdo e morte neuronal
aumentadas na prole proveniente de maes desafiadas com Polyl:C (KRSTIC et al.,
2012).

2.3LPS

O LPS, uma endotoxina presente na parede celular de bactérias gram-
negativas, liga-se, quando administrado, aos receptores de superficie Toll-like 4 e
CD40 de macrofagos que induzem ativacdo de mediadores intracelulares, como o
NFkB. Essa ativacdo induz a sintese e liberagcdo de citocinas pro-inflamatorias
produzindo seus efeitos sobre o desenvolvimento fetal (MEYER et al., 2009).

Como exemplo desses efeitos, mostrou-se que a administracdo Unica ou
repetida de LPS de E. coli no periodo pré-natal provoca alteracdes principalmente no
sistema dopaminérgico central, incluindo-se aumento da transmissdo dopaminérgica
no nucleo accumbens (ROMERO et al., 2007) e aumento da locomocéo induzida por
anfetamina assim como da resposta de sobressalto (FORTIER et al., 2004).

Estudos do nosso laboratdrio demonstraram que a administragdo de LPS na
metade da gestacdo de ratas foi capaz de afetar ndo sé a neurotransmisséo central,
mas também o comportamento da prole, como diminuicéo da atividade exploratoria,
comportamento de brincar, interacdo social e comportamento sexual da prole
(BERNARDI et al., 2010; KIRSTEN et al., 2010a; 2010b).
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Nao obstante, uma série de estudos correlacionou a ativagdo imune materna
com a perda neuronal em modelos da doenca de Parkinson (DP). De fato, a
administracdo de LPS per se foi capaz de reduzir o numero de neurbnios
dopaminérgicos mesencefalicos em ratos, fenbmeno esse correlacionado com a
expressao aumentada de TNF-a nessa regiao cerebral (LING et al., 2002; CARVEY
et al., 2003). Interessante observar que essa perda neuronal foi progressiva e
culminou no 16° més de vida do rato, mimetizando a progressio lenta da DP em
humanos e representando, portanto, um modelo interessante para o estudo desta
patologia.

Mais recentemente, esse mesmo grupo de pesquisadores demonstrou que a
exposicao pré-natal ao LPS potencializou a perda neuronal provocada por infusdes
intracerebroventricular de 6-hidroxidopamina (6-OHDA) e rotenona, neurotoxinas
gue sdo bem estabelecidas como modelos de DP (LING et al., 2004a; LING et al.,
2004b). Tomados em seu conjunto, esses trabalhos indicam que a ativacdo imune
nao s6 age como causa, mas também como fator de risco em modelos animais da
DP, e que sua interagdo na vida adulta com toxinas ambientais como a rotenona
(agrotoxico usado até os dias de hoje) deve ser considerada extremamente
importante.

Além disso, alteracdes induzidas pela ativacdo imune materna durante a fase
pré-natal também repercutem na resposta imune da prole, como, por exemplo,
desenvolvimento tardio da imunidade inata e aumento da concentragdo plasmatica
basal de IL-2, IL-6 e TNF-a (HODYL et al., 2007; ROMERO et al., 2007).

No entanto, estudos que descrevem alteracdes imunes na prole ainda sao
escassos ha literatura, principalmente no que diz respeito a imunidade adquirida.
Dessa forma, fica evidente a necessidade de trabalhos que tragem um perfil imune

periférico mais detalhado na prole de mées desafiadas.

2.4 IMUNIDADE PERIFERICA E CENTRAL

Atualmente sabe-se que 0s mecanismos efetores da imunidade adquirida

dependem de dois eventos principais: da apresentacdo de antigeno e producédo de
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citocinas pelas células apresentadoras de antigeno (APCs, macrofagos e células
dendriticas) e da diferenciacdo dos lintocitos T efetores em subtipos Thl ou Th2,
dependendo do perfil de citocinas secretadas pelas APCs. Citocinas como a IL-12
induzem diferenciacdo das células T para Thl, a imunidade mediada por células,
distinguida principalmente pela producdo de IFN-y ; enquanto a liberacdo de IL-4
estimula a diferenciacdo para linfécitos Th2, mediadores da imunidade humoral e
produtores de IL-4, IL-5 e IL-13. Recentemente, descobriu-se um novo subtipo de
linfécitos T efetores, as células Thl7, conhecidas principalmente pela producéo de
IL-17, em resposta a polarizacdo induzida por IL-23, TGF-B e IL-6; e estéao
relacionadas a reacoes de hipersensibilidade e autoimunidade (ABBAS et al., 2007).

Mesmo antes da apresentacdo do antigeno, os macréfagos também se
diferenciam em dois subtipos, M1 (de carater pro-inflamatoério) e M2 (de carater anti-
inflamatorio), de acordo com a presenca de ligantes exdgenos (padrées moleculares
associados a patdgenos; pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) e
endogenos (padrdes moleculares associados a perigo; danger-associated molecular
patterns, DAMPS) dos receptores do tipo toll. O macréfago M1 caracteriza-se
principalmente pela producéo das citocinas de perfil Thl como IL-12, IFN-y e TNF;
ao passo que o macrofago M2 produz citocinas de perfil Th2, como IL-4 e IL-13.

N&o obstante a resposta imune periférica, atualmente pesquisas indicam que
no SNC, também ocorrem eventos caracteristicos de resposta imune, como
apresentacao de antigeno, producdo de citocinas e migracao celular. Inicialmente
considerado um orgao “imunoprivilegiado” por possuir a barreira hematoencefalica
(BHE), acreditou-se que os mediadores inflamatérios presentes no SNC néo
poderiam ser produzidos in situ e sO poderiam vir da periferia. No entanto,
evidéncias crescentes indicam uma participacéo crucial das ceélulas da glia nesses
fendmenos (CARSON et al., 2006). Originalmente atribuidas a dar suporte e nutricao
aos neurdnios, sabe-se, hoje, que as células gliais participam da producdo de
fatores neurotroficos e da resposta imune no SNC. Neste sentido, a microglia é o
maior expoente imune, uma vez que trata-se de uma célula da linhagem
hematopoética que é considerada um macréfago residente do SNC.

Sabe-se que as doengcas neurodegenerativas possuem um carater
inflamatoério bastante pronunciado, com participacdo de células imunes e citocinas

da periferia (GLASS et al., 2010). Evidéncias sugerem que a progresséo de doencas
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degenerativas correlaciona-se com a neuroinflamacao provocada e perpetuada pela
glia, que é capaz de reconhecer o perfil pro-inflamatorio da periferia e secretar
diversos mediadores inflamatérios, como citocinas, espécies reativas de oxigénio e
prostaglandinas, assim aumentando a permeabilidade da BHE e propagando a
perda neuronal (GLASS et al., 2010).

Atualmente sabe-se que progenitores da linhagem mieléide provenientes da
medula 6ssea adentram o SNC durante o desenvolvimento fetal (a partir do DG 14
em roedores), colonizando diversas regides cerebrais para depois se diferenciar na
célula imunocompetente do SNC, a microglia. Assim como proposto para 0S
macrofagos periféricos, sugere-se que a microglia também possa se diferenciar em
subtipos M1 (de carater pré-inflamatério) e M2 (de carater anti-inflamatorio) de
acordo com as citocinas secretadas (CUNNINGHAM, 2013). Interessante observar
que essa colonizagdo ocorre de forma distinta de acordo com o0 sexo, idade
gestacional e regido encefélica, além de ser influenciada por desafios imunes
perinatais. Nesse sentido, Bilbo et al. (2009, 2011) demonstraram que uma infeccao
experimental por E. coli em neonatos foi capaz de reprogramar a microglia de forma
a torna-la hiper-reativa a desafios subsequentes, aumentando a expressdo de
complexo de histocompatibilidade principal tipo Il (MHC II) e a producé&o de IL-1(3 por
essas ceélulas. Esses achados corroboram com a hipotese de que a microglia seja
passivel de influéncia dos fatores ambientais (principalmente infec¢cdes) durante o
periodo perinatal alterando suas caracteristicas morfolégicas de um estado
ramificado (em repouso e estatica) para uma conformacdo amebdide (ativa e movel),
como ilustrado na figura 3 (BILBO; SCHWARZ, 2009; BILBO et al., 2011).
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Figura 3 - llustragdo representando o infiltrado de precursores mononucleares no SNC durante o
periodo perinatal e como um desafio imune pode modular a ativagdo microglial de forma a
torna-la hiper-reativa (ameboide e movel) a desafios subsequentes na vida adulta
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Fonte: Modificado de Bilbo e Schwarz (2009).

A participacdo dos astrocitos em disturbios neuroinflamatérios também é
fundamental, principalmente em condi¢bes autoimunes do SNC como a esclerose
multipla. O astrocito pode ser a principal fonte de IL-6 no SNC (GIRALT et al., 2013)
e atuar conjuntamente com as células apresentadoras de antigeno no decorrer da
Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE) (YANG et al., 2012), o modelo
murino da esclerose multipla

No entanto, a susceptibilidade das células da glia a uma ativacado imune pre-
natal permanece inexplorada, uma vez que esse periodo € considerado critico para
o desenvolvimento de fendtipo inflamatério da glia e para o aparecimento de

doencas neurodegenerativas na vida adulta, como a esclerose mdltipla.
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2.5 ESCLEROSE MULTIPLA E ENCEFALOMIELITE AUTOIMUNE EXPERIMENTAL

A Esclerose Mudltipla (EM) é uma doenca progressiva e desmielinizante do
SNC, de prevaléncia crescente em paises desenvolvidos, afetando
aproximadamente de 0,05 a 0,15% da populacdo caucasiana (NOSEWORTHY et
al., 2000). A doenca é classificada em duas formas principais: a EM remissiva-
remitente (cerca de 85% dos casos) é a mais frequente e afeta duas vezes mais
mulheres do que homens, sendo que a maior parte dos casos evolui para a doenca
secundaria-progressiva; e a EM primaria-progressiva, que acomete cerca de 15%
dos pacientes e caracteriza-se por inicio insidioso e progressdo constante
(KORNEK; LASSMANN, 2003). Ainda ndo estd bem estabelecido quais fatores
estdo envolvidos em cada forma da doenca, mas acredita-se que o background
genético, aliado a susceptibilidade individual e as influéncias ambientais atuem em
conjunto para o estabelecimento da EM (GIOVANNONI; EBERS, 2007; HANDEL et
al., 2010).

A EM é caracterizada pela perda na capacidade de reconhecimento de
antigenos proprios e consequente destruicdo da mielina pelo sistema imune;
diversos tipos celulares estdo envolvidos na progressao da doenga, como 0S
macrdfagos, os linfocitos B e T CD8". A participacdo das células TCD4" é tida como
tendo fundamental importancia, uma vez que € o infiltrado desse tipo celular no SNC
uma das principais caracteristicas da doenca (SOSPEDRA; MARTIN, 2005). Embora
a EM seja considerada uma doenca mediada pela resposta Thl, o papel das células
Th17 vem se mostrando fundamental como descrito nos ultimos anos (SOSPEDRA;
MARTIN, 2005).

Grande parte das pesquisas que envolvem a EM sdo provenientes de
modelos animais. A Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE), o modelo
murino da EM, consiste na imuniza¢cdo de camundongos com antigenos de mielina
derivados do SNC, emulsificados em adjuvante completo de Freund (CFA). Tal
procedimento desencadeia intensa ativacdo imune, producdo de citocinas
inflamatorias e quimiocinas, rompimento da barreira hematoencefalica e

consequente inflamacdo do orgdo alvo (SNC). Ainda, a participacdo das células da
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glia nesses processos tem se tornada cada vez mais estudada, uma vez que a
ativacao de astrocitos e microglia € capaz de potencializar a neuroinflamacéao e

propagar a perda neuronal, como ilustrado na figura 4 (GLASS et al., 2010).

Figura 4 - llustragéo representando a resposta imune no SNC durante a progressdo da EM. Destaca-
se a participacao dos linfocitos Th17 e dos plasmacitos infiltrantes, além das células Th1l.
N&o obstante, ilustra-se a participacdo das células da glia na apresentacéo de antigeno e
producdo de mediadores inflamati')rios
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Fonte: modificado de Glass et al. (2010).

Com relacéo aos fatores predisponentes da EM, sabe-se que a influéncia do
ambiente e de infeccbes prévias contribuem para o surgimento da doenca. Nesse
sentido, a prevaléncia aumentada da doenca em latitudes extremas levanta a
hipotese de uma correlagdo entre a menor insidéncia solar e a maior prevaléncia da
EM (FERNANDES DE ABREU et al., 2011). A ocorréncia de infec¢des virais (virus
Herpes e Eppstein-Barr) e bacterianas (Chlamydia pneumoniae) prévias também
parece estar relacionada com o desencadeamento da EM, podendo acontecer de
duas formas distintas: reatividade cruzada entre o patégeno e antigenos proprios
provocada por peptideos e determinantes antigénicos compartilhados e, ativacdo
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imune secundaria, em que mediadores inflamatorios durante a resposta imune
normal, como citocinas e espécies reativas de oxigénio, desencadeiam reacao
contra antigenos proprios (SOSPEDRA; MARTIN, 2005).

N&o obstante, é evidente que fatores ambientais modulam a resposta imune e
0 consequente desenvolvimento da EM, uma vez que experiéncias prévias e habitos
de vida influenciam o desencadeamento da doenca (HANDEL et al.,, 2010).
Especula-se que toxinas ambientais e infec¢cdes prévias representam fatores de
risco para o desencadeamento da autoimunidade por atuar justamente na mudanca
de perfil de citocinas secretadas (LIBBEY et al.,, 2010). Mandal et al. (2010a, b)
demonstraram que a ativacdo imune materna causada pelo Polyl:C é capaz de
influenciar a imunidade da prole de modo a promover a polarizacéo preferencial das
células T para o subtipo Th17, indicando uma provavel susceptibilidade as doencas
auto-imunes.

Nesse sentido, evidéncias crescentes apdiam a hipotese de que experiéncias
vividas durante o periodo perinatal, como a ativacdo imune materna, podem levar a
pertubacdes na imunidade periférica e ao desenvolvimento do SNC. Dessa forma,
tornam-se necessarios estudos que envolvam a ativacdo imune da mée durante a
gestacado, a resposta imune periférica e neuroinflamatéria e o desenvolvimento na

vida adulta do modelo murino da EM, a Encefalomielite Autoimune Experimental.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos da ativacdo imune pré-natal provocada pela
administracdo de LPS no final da gestacdo sobre a resposta imune periférica e do
SNC da prole de camundongos, assim como a susceptibilidade desta prole a

Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

A presente tese dividiu-se em trés experimentos principais, cujos objetivos

foram avaliar os efeitos da ativacao imune pré-natal sobre:

- Alteracdes imunes periféricas na prole adulta; como producdo de citocinas e
atividade de células imunes;

- A resposta de hipersensibilidade do tipo tardia pela prole adulta, o modelo in vivo
para avaliacdo da imunidade mediada por células;

- A producéo de mediadores inflamatorios por células do SNC da prole, através de
cultura primaria de neurdnios e células da glia;

- O desenvolvimento da EAE pela prole, o modelo murino de Esclerose Mdltipla.

- O infiltrado de linfécitos e macréfagos no SNC durante o pico dos sintomas da EAE
na prole adulta;

- A ativagdo das células da glia durante o pico dos sintomas da EAE na prole adulta;
- A frequéncia de células e producao de citocinas em orgdo imunes periféricos da

prole durante o inicio da EAE.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss e C57BL/6J machos com
70 dias de idade, e fémeas virgens das mesmas linhagens com 50 dias,
provenientes do biotério do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia (FMVZ-USP). O estudo foi conduzido em condicbes de
ventilagdo/exaustdo, luz (claro das 7 as 19 horas) e temperatura (22+2°C)
controladas automaticamente. Racéo e agua foram mantidos a vontade nas gaiolas
padréao de polipropileno.

Os experimentos foram conduzidos seguindo principios éticos relativos ao uso
de animais de experimentacdo e sob aprovacdo do Comité de Bioética da FMVZ-
USP (protocolo #1683/2009). O maximo de esforco foi desprendido para minimizar
possiveis desconfortos causados aos animais. Além disso, em todos o0s
experimentos do presente trabalho foi empregada a filosofia dos “3Rs” (do inglés
replace, reduce e refine), que tem como objetivo reduzir o tamanho da amostra sem

comprometer as analises estatisticas e a interpretacéo dos resultados.

4.2 TRATAMENTO E PROCEDIMENTOS PRE-NATAIS

Lipopolissacarideo (LPS derivado de Escherichia coli sorotipo 0127:B8,
Sigma, St. Louis, EUA) foi dissolvido em salina estéril 0,9% e aplicado
intraperitonealmente (ip) na dose de 120 pg/kg de peso do animal. Salina estéril foi

usada como veiculo no volume de 10 mil/kg. Essa dose de LPS foi escolhida
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baseada em dados da literatura que comprovam sua capacidade de ativar o sistema
imune da mae sem induzir aborto ou parto prematuro (GOLAN et al., 2005).

Para obtencdo dos filhotes, foram utilizados em cada experimento
camundongas com 50 dias de idade, virgens e com ciclo estral sincronizado,
acasaladas com machos da mesma linhagem. O numero total de animais por caixa i
de 3, sendo 2 fémeas para cada macho experiente.

Para sincronizacéo do ciclo das fémeas, foi utilizado uma divisoria de acrilico
separando o macho das fémeas, impedindo contato fisico mas permitindo contato
olfatério entre os animais e consequente sincroniza¢do do ciclo das fémeas na
presenca do macho, conforme descrito por Meyer et al. (2009). Apos 3 dias, a
diviséria foi retirada permitindo-se, assim, o contato fisico dos animais. Esse

procedimento esta ilustrado na figura 5.

Figura 5 - llustragdo do procedimento de sincronizagdo do ciclo das fémeas Swiss através da
separacdo de um machos e de duas fémeas durante o periodo de trés dias

Legenda: Os bebedouros foram retirados para ilustracdo. As setas pretas indicam as divisérias de
acrilico.

Nos dias subsequentes, realizou-se a observacdo da presenca do tampao
vaginal no comeg¢o da manha e ao final da tarde, sendo a presenca deste
considerada como indicativa de acasalamento e dia gestacional zero (DG 0). As
fémeas foram matidas em pares até o dia do tratamento (DG 17), sendo entédo
colocadas em caixas-moradia individuais, onde permaneceram até o desmame dos
filhotes, que foi realizado aos 21 dias de vida.

No DG 17, as fémeas receberam uma Unica injecao ip de salina ou LPS. Apés

o0 desmame no dia pés-natal 21, os filhotes foram distribuidos em grupos distintos de



Material e Métodos 35

4 filhotes por gaiola, respeitando-se o tratamento pré-natal. Evitou-se que filhotes da
mesma ninhada fossem alocados em uma mesma gaiola, com o intuito de minimizar

variaveis genotipicas eventualmente presentes.

4.3 AVALIACAO DO BURST OXIDATIVO E DA FAGOCITOSE POR NEUTROFILOS
POR CITOMETRIA DE FLUXO

Apés a eutanasia dos animais, o sangue foi individualmente coletado em
tubos contendo heparina; uma bateria de 5 tubos foi, entdo, montada para cada
animal sendo enumerada de “A” até “E”. Cada tubo (de acordo com a letra) recebeu
uma substancia diferente, obedecendo-se sempre a uma mesma ordem.

Desta forma, todos os tubos de “A” a “E” receberam aliquotas, que
correspondiam a 2x10° cel/100ul de sangue. Os tubos com as letras “B”, “D” e “E”
receberam 200ul da solucdo de diclorofluoresceina (DCFH-DA 3 mM) cada. Todos
os tubos de letra “C” e “D” receberam 100ul da solugcéo de S. aureus marcado com
iodeto de propidio (SAPI 100ng). Os tubos de letra “E”, por sua vez, receberam
100ul de phorbol myristato acetato (PMA 100ng). Para que todas as amostras
tenham um volume final de 1100 pl, todos os tubos foram completados com PBS.

Em seguida, os tubos foram incubados em banho-maria a 37°C por 30
minutos. Depois da incubagéo, foram adicionados 2 ml de EDTA 3 mM nos tubos “C”
e “D” para interromper a reacdo de fagocitose, sendo os mesmos centrifugados
posteriormente a 200 x g por 5 minutos. Desprezou-se o0 sobrenadante apds a
centrifugacédo; as células foram, entdo, ressuspensas por agitacdo manual,
realizando-se, a seguir, a lise hipotonica das amostras com solu¢cdes de NaCl a
0,2% e 1,6%. Primeiramente, foi colocado em cada tubo 2 mL de solugdo de NaCl
0,2%, imediatamente apos 20 segundos, colocou-se mais 2 mL de solucédo de NaCl
1,6% para tornar a solucéo isotdnica novamente. Apos centrifugacao foi realizada
uma nova lise hipotdnica. Apds a segunda lise, os tubos foram centrifugados
novamente e o0s sobrenadantes desprezados; as células resultantes foram

ressuspensas em 200 pyL de PBS gelado.
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Apdbs completar o procedimento para obtencdo das amostras, realizou-se a
leitura destas no citbmetro de fluxo (FACScalibur Becton Dickinson,
Immunocytometry Sistem, San Jose, EUA). Os tubos “C” e “D” foram utilizados para
a avaliagdo da fagocitose, enquanto que os tubos “B” e “E” foram utilizados na
avaliacdo do burst oxidativo. Cada amostra passou pelo citbmetro apenas 1 vez, e
de cada uma delas, foram adquiridos 10.000 eventos (células). A fluorescéncia foi
obtida padronizando-se 0 numero de eventos para cada tubo A, B, C, D e E. Os
valores referentes ao burst oxidativo das amostras foram avaliados por meio da
média geométrica da intensidade de fluorescéncia emitida pela populacdo de
neutrofilos. O valor da média geométrica foi fornecido pelo software sendo utilizado
para indicar a intensidade de fluorescéncia das células. Com relacdo a atividade
fagocitica, verificou-se a porcentagem de fagocitose, ou seja, 0 numero de
neutrofilos que fagocitaram o S. aureus marcado com Pl e, conseqientemente que
emitiam fluorescéncia vermelha, divididos pelo numero total destas células
multiplicadas por 100. Foi avaliada, também, a intensidade de fagocitose
(quantidade de bactérias fagocitadas) por meio da média geométrica da intensidade

de fluorescéncia.

4.4 CO-CULTURA DE ESPLENOCITOS

Cada baco foi coletado e macerado em 5 mL de RPMI-1640 estéril formando
uma suspensao de células. Esta suspenséo foi centrifugada a 200 x g por 5 minutos
e ressuspensa em 9 mL de cloreto de amonio estéril para a lise das hemacias,
sendo centrifugado novamente em seguida. Este procedimento foi repetido mais
uma vez para a lise completa das hemacias. Em seguida, as células foram
ressuspensas em 5 mL de meio RPMI completo (5% soro fetal bovino, SFB) estéril,
ajustadas para 1 x 10’ célula/mL e cultivadas em placas de 6 pocos em estufa a
37°C (5% CO?) por duas horas.

Apés o periodo de incubacdo, as células ndo aderentes (linfécitos) e
aderentes (macréfagos, neutréfilos e células dendriticas) foram separadas,

ajustadas novamente para 1 x 10° célula/mL e co-cultivadas em meio RPMI
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completo (5% SFB) por 24 horas na presenca de diferentes estimulos. As células
nao aderentes (linfocitos) foram estimuladas com Concanavalina-A (Con-A 10
pg/ml), enquanto as ceélulas aderentes (células apresentadoras de antigeno) foram
estimuladas com LPS (1 pg/ml) ou LPS mais IFN-y (50 U/ml). Apés o periodo de 24
horas de incubacao, o sobrenadante das culturas foi coletado, centrifugado a 200 x g

por 5 minutos e congelado a -80°C até o dia das analises.

4.5 FENOTIPAGEM DE CELULAS DENDRITICAS

ApoOs as 24 horas de incubacao, as células aderentes estimuladas com LPS
ou LPS+IFN-y foram ressuspensas e centrifugadas a 200 x g por 5 minutos. As
células remanescentes foram marcadas com anticorpos especificos: CD80-PE,
CD86-FITC, IA"-PE and CD11c-FITC (Becton Dickison Biosciences, San Jose,
EUA). Apds incubacao por 60 minutos a temperatura ambiente no escuro, as células
foram lavadas duas vezes em PBS (100 pl/tubo) e ressuspendidas em 150 uL de
PBS. A seguir as amostras foram submetidas a leitura em citdbmetro de fluxo,
analisando-se 5.000 eventos do gate selecionado para células dendriticas. Para a
aquisicdo dos resultados foi utilizado o software CellQuest Pro (Becton Dickison
Biosciences, San Jose, EUA). Para a analise dos resultados foi utilizado o software
FlowJo (Tree Star, Ashland, EUA).

4.6 HIPERSENSIBILIDADE DO TIPO TARDIA (DELAYED-TYPE
HYPERSENSITIVITY)

Vinte camundongos machos adultos foram usados para induzir uma resposta
de DTH a ovalbumina (OVA grau V, Sigma-Aldrich ®, St. Louis, EUA), empregando
um protocolo descrito anteriormente (RIBEIRO et al., 2010). Resumidamente, o0s
animais foram injetados com 50 ug de OVA emulsionada em 100 uL de adjuvante

completo de Freund (CFA, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) por via subcutanea (sc) na
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base da cauda. Sete dias depois, os animais foram desafiados sc na pata traseira
esquerda com 20 ul de uma solucdo de OVA 4% agregada em solucédo salina. A
espessura da pata foi medida 1, 4, 6, 24 e 48 horas ap6s o desafio. O aumento
relativo na espessura da pata foi calculado subtraindo a espessura inicial, e foi
apresentado como a porcentagem de aumento da espessura da pata em relagao ao

basal.

4.7 CULTURA MISTA NEURONIO X GLIA

Para esse experimento, neonatos foram sacrificados por decapitacéo de 1 a 3
dias ap0s o nascimento. Os cérebros foram coletados da maneira mais asséptica
possivel, dissecados com auxilio de lupa para retirada das meninges e masserados
com auxilio de peneira (cell strainer, 70 um) em meio Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM F12). Apos esses procedimentos, foram agrupados 3 cérebros por
placa, obedecendo-se um limite maximo de 1 filhote de cada mée por cultura e
respeitando-se o tratamento pré-natal.

ApoOs a dissociacdo mecanica dos tecidos, as células foram submetidas a um
pré-plagueamento de 45 minutos para a remoc¢ao de fibroblastos. Apds essa etapa,
as células foram mantidas em garrafas de cultura de 25 cm? revestidas com Poly-L-
Lisina (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), trocando-se o meio DMEM F12 a cada 3 dias,
onde permaneceram por aproximadamente 12 dias, quando foi confirmada a
confluéncia das células.

As células entdo foram tripsinizadas (Tripsina 0.05%; Gibco, Life
Technologies, Grand Island, EUA), ressuspendidas em meio DMEM F12 e contadas
em camara de neubauer. ApGs a contagem, as células foram incubadas em placas
de 6 pocos revestidas com Poly-L-Lisina na concentracdo de 5 x 10° onde foram
acompanhadas para observacdo da confluéncia (+ 1 semana), com 0 meio sendo
trocado a cada 3 dias. Ao atingirem confluéncia, as células foram tratadas ou nao
com LPS (sorotipo 0127:B8, 1ug/ml) por 24 horas, quando foi coletado o
sobrenadante da cultura e as células foram destinadas a diferentes analises, como

Imuno-fluorecéncia.
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4.8 CARACTERIZACAO DOS TIPOS CELULARES DA CULTURA MISTA POR
IMUNOFLUORECENCIA

As células foram contadas e semeadas em placas de 6 wells sobre laminulas
revestidas com Poly-L-Lisina. ApGs o estimulo com LPS por 24 horas, as laminulas
com as células aderidas foram lavadas 3 vezes com PBS (37°C) para remocédo de
fenol vermelho, seguido pela etapa de fixacdo e permeabilizagdo com metanol por
10 min. Apos mais 3 lavagens com PBS (Temperatura ambiente), as células foram
saturadas com uma solugdo de albumina bovina sérica (BSA) 5% por 30 min (T
amb), e em seguida incubadas overnight (4°C) com o0s anticorpos primarios
conjugados GFAP (1:1000) e MAP-2 (1:1000), e GFAP (1:1000) e Iba-1 (1:100).
Apoés mais 3 lavagens com PBS (T amb), as células foram incubadas com anticorpos
secundérios Anti-mouse Alexa-488 ou Anti-rabbit Alexa-568 (1/100) por 1 hora. Em
seguida, as células foram lavadas mais 3 vezes com PBS (T amb) e fixadas em

[aminas com Vectashield com DAPI.

4.9 QUANTIFICACAO DE NITRITOS PELA REACAO DE GRIESS

Os sobrenadantes da cultura mista foram analisados para quantificacdo de
nitritos, que representa uma medida indireta da atividade do 6xido nitrico. Para isso,
utilizou-se o reagente de griess (Promega BioSciences, Madison, EUA), conforme

instrucdes do fabricante.
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4.10 INDUCAO DA ENCEFALOMIELITE AUTOIMUNE EXPERIMENTAL

Para inducédo da EAE, a prole adulta foi imunizada por via subcutanea com
150 pg de MOG 3555 emulsificados em CFA (v/v) com um total de 400 pg de BCG.
Além disso, foram dadas duas doses de 0,2 ug toxina de Bordetella pertussis 0 e 48

horas apds a imunizacao.

4.11 MEDIDA DA ATIVIDADE LOCOMOTORA NO CAMPO ABERTO

O campo aberto consiste de uma arena redonda feita de madeira, pintada de
preto (40 cm de diametro e com paredes de 25 cm de altura, sendo o conjunto todo
elevado a 55 cm do solo). A atividade locomotora dos animais foi avaliada por meio
de observacdo indireta através do sistema ETHOVISION XT (versdo 7.0; Noldus
Information Technology, Leesburg, EUA). Desta forma, a presenca do observador
nao interferiu com os parametros observados, uma vez que este ficou fora da sala
onde se encontravam os animais em teste. E importante ressaltar que a sala onde
foi realizado o experimento era pouco iluminada e sem nenhum tipo de ruido. Ainda,
os animais dos diferentes grupos foram intercalados entre si para evitar possiveis
interferéncias do ritmo circadiano sobre os resultados. Os animais foram colocados
no centro da arena e observados por 5 minutos. A avaliacdo da atividade foi feita
sempre no mesmo periodo do dia (entre as 8:00 hs e 12:00 hs) e, entre as
observacbes, o aparelho foi limpo com solucdo aquosa de etanol 5%, com a
finalidade de evitar influéncia de odores deixados pelo animal anterior.

Os parametros considerados no presente estudo foram os seguintes: 1)
distancia percorrida (cm): corresponde a distancia total percorrida pelo animal
durante os 10 minutos de teste; 2) velocidade média (cm/s): corresponde a média da
distancia percorrida pelo animal, por unidade de tempo.
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4.12 OBTENCAO DE CELULAS MONONUCLEARES DO SNC E CITOMETRIA DE
FLUXO

Apés a dissociagdo mecéanica, os cérebros e as medulas dos animais com
EAE foram colocados em placas de Petry contendo 2,5 mg/ml de collagenase D
(Roche, Indianapolis, EUA) em 4 ml DMEM durante 45 minutos em estufa a 37 °C.
ApoOs esse periodo de incubacéo, as amostras foram processadas em cell strainers
(peneiras) e transferidas para tubos contendo 15 ml de DMEM. Os tubos entéo
foram centrifugados a 450 x g por 5 minutos a 4°C. O pellet foi ressuspendido em 6
ml de Percoll (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) a 37%. Essa suspencédo foi entdo
adicionada lentamente sobre Percoll 70% em tubos de 15 ml e centrifugados a 950 x
g por 20 minutos a 4°C em centrifuga e, de relevancia, com os freios desativados.
Ao fim da centrifugacéo, a fase superior contendo grande concentracdo de mielina
foi coletada e desprezada. O anel contendo as células mononucleares foi coletado e
transferido a tubos de 15ml contendo DMEM gelado. As células foram entéo
centrifugadas a 450 x g por 5 minutos a 4°C. O pellet foi ressuspendido em 1ml de
DMEM (5% SFB) e as células foram entdo contadas e utilizadas.

ApOs a contagem, as células foram plaqueadas na concentracdo minima de 2
x 10°, e estimuladas com MOG 35-55 (50 pg/ml) e brefeldina (golgi stoper, 1 pg/ml)
overnight. Na manha seguinte, foram adicionados as células PMA (50 ng/ml) e
ionomicina (1 pg/ml) por 3 horas. Apds os estimulo, as células foram lavadas,
permeabilizadas e incubadas com o0s seguintes anticorpos:

- Coquetel 1: IFN-y (FITC), IL-17 (PE), CD4 (PercP) e IL-10 (APC).
- Coquetel 2: IA-IE (FITC), CD45 (PercP) e CD11b (Pacific blue).

A imunofenotipagem das células isoladas foi realizada analisando-se a
freqiéncia e a intensidade de fluorescéncia dos marcadores citados, em citdmetro
de fluxo FACScanto (Becton Dickison Immunocytometry Sistem, San Jose, EUA).
Para a aquisicdo dos resultados foi utilizado o software CellQuest Pro (Becton
Dickison Biosciences, San Jose, EUA). Para a analise dos resultados foi utilizado o
software FlowJo (Tree Star, Ashland, EUA).
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4.13 OBTENCAO DE CELULAS DO BACO E LINFONODOS E CITOMETRIA DE
FLUXO

Apés a coleta de baco e linfonodos regionais e dissociacdo mecénica, 0s
orgdos linféides foram colocados em cell strainers e transferidas para tubos
contendo 15 ml de DMEM. Os tubos entdo foram centrifugados a 450 x g por 5
minutos a 4°C. O pellet foi ressuspendido em 1ml de DMEM completo e as células
foram entéo contadas e utilizadas como desejado.

ApoOs a contagem, as ceélulas foram pipetadas em duas placas de 96 pocos na
concentracdo minima de 1 x 10°. A primeira placa foi estimulada com MOG 35-55
(50 pg/ml) e brefeldina (golgi stoper, 1 pg/ml; Becton Dickison Biosciences, San
Jose, EUA) overnight. Na manha seguinte, foram adicionados as células PMA (50
ng/ml) e ionomicina (1 pg/ml) por 3 horas. A segunda placa com as mesmas células
foi estimulada somente com MOG 35-55 (50 pg/ml), e teve seu sobrenadante
coletado apds 48 horas para avaliacao de citocinas de perfil Th1/Th2/Th17.

Apos os estimulos, as células da placa 1 foram lavadas, permeabilizadas
(Citofix/Citoperm kit, Becton Dickison Biosciences, San Jose, EUA) e incubadas com
os anticorpos IA-IE (FITC), IL-17 (PE), CD4 (PercP), IFN-y (APC) e CD11b (Pacific
blue). A imunofenotipagem das células isoladas foi realizada analisando-se a
freqiéncia e a intensidade de fluorescéncia dos marcadores citados, em citdmetro
de fluxo FACScanto (Becton Dickison Immunocytometry Sistem, San Jose, EUA).
Para a aquisicdo dos resultados foi utilizado o software CellQuest Pro (Becton
Dickison Biosciences, San Jose, EUA). Para a analise dos resultados foi utilizado o
software FlowJo (Tree Star, Ashland, EUA).

4.14 QUANTIFICACAO DE CITOCINAS NO SOBRENADANTE

Os sobrenadantes de cultura foram analisados para as concentragdes de IL-2,
IL-4, IL-6, IFN-y, TNF, IL-17 e IL-10. A quantificacdo de citocinas foi realizada por

citometria de fluxo, utilizando o kit CBA (Cytometric Bead Array) especifico para
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Th1/Th2/Thl17 (Becton Dickison Biosciences, San Jose, EUA), de acordo com as
instrucdes do fabricante.

As dosagens das citocinas IL-12 e IL-1p foram realizadas por ELISA,
utilizando-se os kits ElisaMax (Biolegend, San Diego, EUA), conforme instru¢des do

fabricante.

4.15 RT-PCR

A extracdo de RNA do tecido nervoso foi realizado com o kit para extracao de
RNA - RNAspin Mini RNA Isolation Kit (GE). Cerca de 10-20 mg de tecido nervoso
(cerebelo e cortex) foi adicionado em 350 uL da solucdo de lise RA1 do kit,
acrescido de 3,5 pyL de R-mercaptoetanol, sendo macerado com a ajuda de um
pistilo autoclavado e RNAse-free. A partir deste momento, a mistura foi transferida
para colunas de extragcdo, seguindo-se o protocolo determinado pelo fabricante. O
processo consistiu basicamente em colocar as células em pequenas colunas de
extracdo (adaptaveis a um eppendorff de 1,5 mL), estas reteram o RNA enquanto o
mesmo foi lavado e purificado com uma seqiiéncia de reagentes. Na etapa final, o
reagente promoveu a liberacdo do RNA da coluna, o qual foi mantido em freezer -
80°C até o momento do uso.

Uma aliquota de 10 pL foi retirada para quantificacdo e verificacdo da
integridade do RNA. O restante foi armazenado imediatamente em freezer -80°C até
sua utilizacdo. A andlise qualitativa foi realizada submetendo-se as amostras a
eletroforese em gel de agarose 1,5% diluida em TAE 1X (48,49 de Tris base; 20mL
de EDTA 0,5M, pH 8,0; 1L,4mL de Acido Acético; H20 MilliQ autoclavada q.s.p.
1000mL), 60V, por 1,5 hora. Apos a eletroforese, o gel foi corado em solucdo de
brometo de etidio (0,5mg/mL em H,0O destilada) para a visualizacdo das bandas 28S
e 18S em luz UV. A correta identificacdo destas bandas indica a qualidade do RNA.
A quantificacdo foi realizada pelo NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Lafayette,
EUA) (260/280 nm). Amostras num alcance de 1,7 até 2,0 ng/pL indicaram baixa
contaminacdo do RNA, sendo consideradas de boa qualidade para a transcricdo

reversa.
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Para eliminar quaisquer resquicios de DNA, o RNA total foi tratado com
DNAse I. Foi utilizado 1 yl de DNAse | para tratar 4 pg/ul de RNAtotal. Os
eppendorfs foram mantidos a temperatura ambiente por 15 minutos, sendo
adicionado 1 ul de EDTA (25mM) para bloquear a acédo da enzima e aquecidos por
10 minutos a 65°C em banho seco seguido de resfriamento em banho de gelo. As
amostras receberam 1 pL de Oligo DT; 1 pL de dNTPs (mix 10mM- 2,5mM de cada
dNTP) e posteriormente foram incubadas a 65°C por 5 minutos e resfriadas em gelo.
Ainda no gelo, foram adicionados a cada tudo 4 pL do buffer 5X (superscript II); 2 pl
de DTT 1M; 1 uL de RNAse OUT incubando-se por 2 minutos a 42°C e resfriadas no
gelo. Foi acrescido 1 pLda enzima de transcricdo reversa superscript I,
permanecendo em incubacio a 42°C, por 50 minutos e em seguida por 70°C por 15
minutos e resfriados no gelo. Em seguida foi acrescido 1 yL da enzima RNAse H
(para eliminacédo de residuos de RNA da amostra de cDNA), permanecendo por 20
minutos a 37°C. O cDNA foi armazenado a -20°C até o momento da amplificacdo do
cDNA. Todos os reagentes foram fornecidos pela Invitrogen (Life Technologies,
Grand Island, EUA).

A anadlise por PCR em tempo real foi realizada em sistema de deteccdo
StepOnePlus Real Time PCR Systems (Applied Biosystems, Life Technologies,
Grand Island, EUA). Para avaliacdo da expressdo foram colocados em tubos
apropriados (Optical Tubes, Applied Biosystems, Life Technologies, Grand Island,
EUA) 2 uL de cada produto de PCR (cerca de 10ng de RNA total), tampao A
TagMan 1X, MgCI2 5,5 mM, 200 nM de dATP/dCTP/dGTP, 400vM dUTP, 200 nM
dos primers (senso e antisenso), 100 nM das probes TagMan, 0,01U/mL de
AmpErase e 0.025 U/pl da DNA polimerase AmpliTaq Gold em um volume total de
50uL. Ap6s a completa mistura dos reagentes, cada tubo foi fechado com tampas
MicroAmp Optical (Applied Biosystems, Life Technologies, Grand Island, EUA).
Todas as reacdes foram corridas em duplicata. As condicbes de amplificacédo
utilizadas para a maior parte dos genes foram: 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C;
seguidos de 50 ciclos a 90°C por 15 segundos para desnaturacio da fita de cDNA e
a 60°C por 1 minuto para sua extensédo. A interpretacdo dos resultados foi realizada
conforme descrito pelo método comparativo de (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001) onde

a expressao relativa dos genes corresponde a 2-AACt.
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Todos os assays (primers) foram adquiridos da empresa Applied Biosystems
(Life Technologies, Grand Island, EUA), e seus respectivos IDs estdo descritos a
seguir: IL-1(MmM99999061_ mH), IL-6(Mm00446191 _m1), TNF(Mm00443258 m1),
e 18S(Controle endégeno, 4352930E).

4.16 DETERMINACAO DA EXPRESSAO PROTEICA POR WESTERN BLOTTING

Os tecidos isolados foram homogeneizados em tampé&o de extracdo proteica
total (pH 7,4) contendo 120 mM Tris (pH 6,8), 10% de dodecil sulfato de sodio
(SDS), 0,25% de deoxicolato de sédio, 1 mM ditodtreiol (DTT), 20 pM
polimetilsulfonilclorida (PMSF), além do tablete completo de inibidores de proteases
(Roche, Indianapolis, EUA). O lisado foi entdo centrifugado a 12.000 x g a 4°C por
13 minutos.

Massas iguais de proteinas totais (50 ug por linha) foram aplicadas em gel de
poliacrilamida-SDS 8%, 10% ou 15%, utilizando-se o sistema BioRad (Hercules,
EUA). Adicionou-se o tampdo de corrida e, em seguida, iniciou-se a corrida em
condicbes constantes de voltagem (80 V) e variavel de amperagem (15 a 45 mA).
Apds a separacdo protéica, deu-se inicio a transferéncia para a membrana de
nitrocelulose onde utilizou-se o sistema IBlot gel transfert system (Invitrogen, Life
Technologies, Grand Island, EUA). ApOs a transferéncia, as membranas foram
coradas em solucédo de ponceau S, para verificacdo da qualidade do processo. Em
seguida, as membranas foram lavadas (descoradas) em tampao TBS-T (Tris Buffer
solution+Tween) 3x10 min em agitacdo constante. Apés isso, foram realizados o
blogueio e a incubacdo com o anticorpo primario overnight, diluido em TBST + 3%
BSA (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA ). anti-GFAP, anti-lba-1, anti-pSTAT3, anti-Ikk,
anti-COX 2, anti-iNOS e anti-B-actina (1:1000; Millipore, Billerica, EUA). Em seguida,
foram feitas varias lavagens em TBS-T 3x10 min para a retirada do excesso de
anticorpo primario, para que assim se pudesse proceder com a incubagcdo do
anticorpo secundario adequado anti-mouse (1:10.000; Millipore, Billerica, EUA).

A visualizacdo das bandas foi realizada através do emprego do substrato

qguimioluminescente ECL (GE Healthcare, Pittsburgh EUA) e posterior exposi¢cédo ao
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filme fotografico. A quantificacdo densitométrica das bandas obtidas se deu por

intermédio de uma analise computadorizada utilizando o software ImageJ.

4.17 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados para verificacdo de distribuicdo normal
usando-se o teste de Kolmogorov-Smirnov. Quando paramétricos, os dados foram
analisados pelo teste-t de Student ou ANOVA de duas vias seguida do teste post
hoc de Bonferroni quando apropriado. Quandos ndo paramétricos, os resultados
foram analisados pelo teste “U” de Mann Whitney. Os resultados foram
apresentados como meédia * erro padrao e o nivel de significancia estabelecido foi
de p<0,05.
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5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E RESULTADOS

5.1 EXPERIMENTO 1: AVALIACAO DAS ALTERACOES IMUNES PERIFERICAS

Esse experimento inicial foi pautado pela necessidade de se descobrir se a
ativacdo imune pré-natal é capaz de influenciar aspectos especificos da imunidade
periférica da prole analisada na vida adulta. Para esse experimento, um grupo de
machos adultos proveniente de cada tratamento pré-natal (salina e LPS, n=10)
foram levados a uma sala adjacente, sendo sacrificados por decapitacdo apos
insensibilizacdo em camara de CO,. O sangue dos animais foi coletado em tubos
contendo solugdo anticoagulante (heparina) para analise da atividade de neutrofilos;
0 baco dos animais foi coletado da forma mais asséptica possivel para cultura de
esplendcitos.

Esse experimento foi realizado em duplicata com metade do “n” amostral de
cada vez (5 animais de proles diferentes por vez), no intuito de se evitar diferencas
genotipicas eventualmente presentes. Além disso, um novo grupo de animais de
cada tratamento pré-natal (n = 10/grupo) foi submetido ao protocolo de DTH,
conforme descrito anteriormente. No desmame, a prole de fémeas foram separadas
e usadas em outros experimentos. A figura 6 ilustra o desenho experimental

adotado.
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Figura 6 - Representacdo esquematica do desenho experimental adotado no experimento 1
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DPN — dia pés-natal

DGO DG 17 DPN O DPN 70
I | | |
I I 1 1
Presenca do BT Nascimento Coleta de
tampé&o vaginal amostras e
Injecao de DTH

salina ou LPS

5.1.1 Avaliacéo do burst oxidativo e da fagocitose por neutréfilos

O teste-t ndo demonstrou existéncia de diferencas estatisticas entre animais
dos diferentes grupos quanto aos parametros de fagocitose e burst oxidativo de

neutroéfilos, conforme representado na tabela 1.

Tabela 1 - indices da atividade de neutréfilos sanguineos da prole de animais tratados com salina ou
LPS durante a gestacao e avaliados na vida adulta

Grupos
Salina LPS
% Fagocitose 90.3+1.3 89.5+2.1
Intensidade de fagocitose 589.6+237.0 809.7+321.4
Burst oxidativo basal 35.7+4.4 27.3+%4.8
Burst oxidativo induzido por PMA 98.9+11.2 104.1+9.8
Burst oxidativo induzido por SAPI 166.5+21.8 214.7+21.0

Os valores esté@o expressos em média * erro padrao (n=10).
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5.1.2 Quantificagéo de citocinas no sobrenadante da s culturas

5.1.2.1 Células ndo aderentes estimuladas com con-A

O teste-t ndo mostrou existéncia de efeito significante do tratamento pré-natal
com LPS nas concentracoes de IL-2, IL-4, IL-6, IFN-y, TNF, IL-17 e IL-10 produzidas
em culturas de células ndo-aderentes estimuladas com con-A, a partir dos bacos dos

descendentes. A figura 7 ilustra esses achados.

Figura 7 - Concentracdes de citocinas de perfil Thl, Th2 e Th17 produzidas apés estimulo com con-A
em cultura de células ndo aderentes de baco (linfocitos) da prole de fémeas tratadas com
salina ou LPS durante o final da gestacdo
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Legenda: Os valores estédo expressos em média + erro padrao (n=10).
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5.1.2.2 Células aderentes estimuladas com LPS

Como mostrado na figura 8C, o teste-t revelou uma diminuig&o significante na
producdo de IL-10 em culturas de células aderentes da prole de maes pré-tratadas
com LPS, quando comparado ao grupo controle (p < 0,02). Nenhuma diferenca entre
os grupos foi encontrada nos niveis de IL-6, TNF e IL-12 produzidos apds estimulo

com LPS, como mostram as figuras 8A, B e D.

5.1.2.3 Células aderentes estimuladas com LPS e IFN-y

O teste-t revelou um aumento significante nos niveis de IL-12 produzidos por
esplendcitos aderentes da prole de maes pré-tratadas com LPS, em comparacao
com o0 seu respectivo grupo salina (p < 0,01). Figura 8D ilustra esses dados.
Nenhuma diferenca entre os grupos foi encontrada nos niveis de IL-6, TNF e IL-10

produzidos apods estimulo com LPS e IFN-y, como mostram as figuras 8A, B e C.
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Figura 8 - Concentra¢des das citocinas IL-6, TNF, IL-10 e IL-12 produzidas ap0s estimulo com LPS
ou LPS+IFN-y em cultura de células aderentes de baco (APCs) da prole de fémeas
tratadas com salina ou LPS durante o final da gestacéo
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Legenda: Os valores estao expressos em média + erro padrao (n=10). * difere do grupo controle apos
0 mesmo estimulo.

5.1.3 Fenotipagem de células dendriticas

Como evidenciado pelo teste-t, as células aderentes em culturas estimuladas
com LPS e LPS + IFN-y ndo apresentaram quaisquer diferencas entre 0s grupos
com relacdo a intensidade média de fluorescéncia (MFI) dos marcadores CD8O0,
CD86 e IA° (MHC I1), bem como da dupla marcacdo de células CD80* CD86". Além
disso, o teste U de Mann Whitney ndo mostrou diferencas significativas relativas a

dupla coloracdo de células CD11c* IA®*. A figura 9 ilustra estes resultados.
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Figura 9 - Fenotipagem de células dendriticas da prole de fémeas tratadas com salina ou LPS durante
o final da gestagéo
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Legenda: Porcentagem de células CD80'CD86" (A) e CD11c'IA®" (B) em cultura de células aderentes
de baco estimuladas com LPS da prole de animais tratados com salina ou LPS durante a gestacéo e
estressados na vida adulta. Os valores estdo expressos em média + erro padrao (n=10).

5.1.4 Hipersensibilidade do tipo tardia (DTH)

Como representado na figura 10, a ANOVA de duas vias demonstrou um
efeito do tratamento pré-natal [F (1,56) = 4,05, p = 0,05], do tempo [F (4,56) = 60,21,
p = 0,001] e da interacdo tratamento pré-natal x tempo [F (4,56) = 2,53, p = 0,05]
sobre 0 aumento da espessura da pata, durante o desenvolvimento da DTH. O teste

pos-hoc de Bonferroni revelou um aumento significante da espessura da pata, na
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prole de maes tratadas com LPS as 6 h, 24 h e 48 h (p < 0,05) quando comparado

com o grupo salina, nos mesmos intervalos de tempo.

Figura 10 - Desenvolvimento da resposta de hipersensibilidade do tipo tardia (DTH) na prole de mées
tratadas com salina ou LPS no final da gestacdo (DG17)
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Legenda: Valores médios de aumento da espessura da pata (%) medida 1, 4, 6, 24 e 48h apos o
desafio com OVA (n = 10/grupo). Os valores estédo expressos em média * erro padréo. * Diferente do
grupo do Sal no mesmo ponto temporal.

5.2 EXPERIMENTO 2: PRODUCAO DE MEDIADORES INFLAMATORIOS NA
CULTURA MISTA NEURONIO X GLIA

Esse experimento foi desenvolvido com o intuito de investigar se a ativagao
imune materna provocada pelo LPS é capaz de influenciar a resposta imune-
inflamatoria de células residentes do SNC, através de cultura primaria. Para tanto,
fémeas C57BL6 prenhes foram tratadas com LPS no DG17 e, entre o primeiro e
terceiro dia apdés o0 nascimento, os encéfalos dos neonatos foram coletados,
processados e estimulados in vitro conforme descrito anteriormente e ilustrado na
figura 11.
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Figura 11 - Representacao esquematica do desenho experimental adotado no experimento 2
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DG 0 DG 17 DPN O DPN 1-3
[ l | | | |
I ] T I I 1
Presen(}a do I Nascimento
tampé&o vaginal
Injecdo de Coleta de
salina ou LPS encéfalo dos
neonatos
12 dias 7 dias 24h
[ l l |
I ] I 1
Isolamento das Confluéncia das céls Estimulo in Coleta de
céls e cultura e transferéncia para vitro com LPS material

em garrafas

placa de 6 wells

Legenda: Acima estéo ilustrados os procedimentos in vivo e, abaixo, os procedimentos in vitro.

5.2.1 Caracterizagao celular por imuno-fluorecéncia

A microscopia de fluorescéncia revelou que os principais tipos celulares

isolados na cultura mista sao, astrocitos (céls GFAP positivas), microglia (céls lba-1

positivas) e neurdnios (céls MAP-2 positivas), como indicado na figura 12A e B em

células estimuladas in vitro ou ndo com LPS.
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Figura 12 - Microscopia de fluorescéncia ilustrando os tipos celulares da cultura mista como
Astrécitos (GFAP™), microglia (Iba-1%) e neurénios (MAP-2")
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Legenda: No painel A, fica evidente a dupla marcacdo GFAP (setas pretas) e Iba-1 (setas brancas)
em células ndo estimuladas (meio) e estimuladas (LPS) in vitro. No painel B, ilustra-se a dupla
marcacdo GFAP (setas pretas) e MAP-2 (setas brancas), estimuladas ou néo in vitro. Aumento 40X,
barra representativa de 10 um.

Fonte: Zager et al. (2013).
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5.2.2 Producéo de citocinas

A ANOVA de duas vias demonstrou um efeito do tratamento pré-natal [F
(1,24) = 6,08, p=0,01], do estimulo em cultura [F (1,56) = 793,69, p=0,01] e da
interacdo tratamento X estimulo [F (1,24) = 7,71, p=0,01] nos niveis de IL-6 na
cultura mista. O teste de pos-hoc de Bonferroni revelou um aumento significante da
producdo de IL-6 por células do grupo experimental ap0s o estimulo in vitro, em
relacdo ao grupo controle na mesma condicéo (p < 0,01), como ilustrado na figura
13A.

Com relacdo aos niveis de IL-1B, a ANOVA de duas vias demonstrou um
efeito do tratamento pré-natal [F (1,17) = 10,10, p=0,01] e do estimulo em cultura [F
(1,17) = 9,25, p=0,01]. O teste de pos-hoc revelou um aumento significante da
producdo de IL-1B por células do grupo experimental apés o estimulo in vitro, em
relacdo ao grupo controle na mesma condi¢ao (p < 0,05). A figura 13B ilustra esses
achados.

A ANOVA de duas vias demonstrou um efeito do estimulo em cultura [F (1,26)
= 125,71, p=0,001] nos niveis de TNF na cultura mista. No entanto, o teste de pos-
hoc ndo revelou diferencas significantes entre os tratamentos pré-natais, como
mostrado na figura 13C.

A ANOVA de duas vias demonstrou um efeito do tratamento pré-natal [F
(1,24) = 7,87, p=0,01], do estimulo em cultura [F (1,24) = 32,03, p=0,001] e da
interacdo tratamento X estimulo [F (1,24) = 5,42, p=0,02] nos niveis de IL-10 na
cultura mista. O teste de pos-hoc de Bonferroni revelou uma diminuicao significante
da producao de IL-10 por células do grupo experimental apos o estimulo in vitro, em
relacdo ao grupo controle na mesma condicéo (p < 0,01), como ilustrado na figura
13D.
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Figura 13 - Concentrag@es das citocinas IL-6, IL-13, TNF e IL-10 produzidas ap0s estimulo com LPS
em cultura mista de células residentes do SNC da prole de fémeas tratadas com salina
ou LPS durante o final da gestacéo
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Legenda: Os valores estdo expressos em média + erro padréo (n=4). * difere do grupo salina na
mesma condigao.

5.2.3 Producéao de nitritos

A anova de duas vias demonstrou um efeito do tratamento pré-natal [F (1,19)
= 6,40; p=0,02], do estimulo em cultura [F (1,19) = 180,49; p=0,001] e da interacéo
tratamento X estimulo [F (1,19) = 9,04; p=0,001] nos niveis de nitritos nos
sobrenadantes da cultura mista. O teste de pos-hoc de Bonferroni revelou um
aumento significante da producao de nitritos por células do grupo experimental apos
0 estimulo in vitro, em relacdo ao grupo controle na mesma condicdo (p < 0,01),

como ilustrado na figura 14.
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Figura 14 - Concentracdo de nitritos produzidos em cultura mista de células residentes do SNC da
prole de fémeas tratadas com salina ou LPS durante o final da gestacéo
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Legenda: Os valores estdo expressos em média + erro padrao (n=4). * difere do grupo salina na
mesma condigao.

5.3 EXPERIMENTO 3: DESENVOLVIMENTO DA ENCEFALOMIELITE
AUTOIMUNE EXPERIMENTAL

Com o intuito de se verificar se os resultados anteriores poderiam ocasionar
um aumento na susceptibilidade da prole a condi¢cdes neuroinflamatorias e de perfil
Thl, desenvolvemos o experimento 3 cujo objetivo foi determinar se a ativacéo
imune materna provocada pelo LPS é capaz de influenciar o desenvolvimento do
modelo murino da EM, a EAE.

Para tanto, fémeas prenhes foram tratadas com LPS no DG17; apls o
nascimento, desmame e formacdo dos grupos, os filhotes ndo foram manipulados
até a idade adulta. Ao atingirem a vida adulta (60 dias), a prole foi imunizada com o
peptideo MOG 3555 conforme ilustrado na figura 15, e foram observadas diariamente
para determinacdo do escore da doencga por 30 dias conforme o seguinte critério: 0 —
sem doenca, 1 — cauda flacida, 2 — fraqueza/imobilidade parcial das patas traseiras,
3 - imobilidade total das patas traseiras, 4 — paralisia parcial das patas dianteiras, 5 —

paralisia completa/morte. A figura 16 ilustra esse desenho experimental.
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Figura 15 - Representacao esquematica do desenho experimental adotado no experimento 3
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Legenda: llustracdo indicando a imunizacdo para EAE e as coletas de material biolégico 7, 20 e 30
dias pés-imunizacéo (p.i.).

5.3.1 Manifestacgéo clinica da EAE

Quanto ao desenvolvimento dos sintomas clinicos da EAE na prole de
fémeas, a ANOVA de duas vias demonstrou um efeito do tratamento pré-natal
[F(1,493)=6,98; p=0,01], do tempo [F(29,493)=43,01; p=0,001] e da interacao
tratamento x tempo [F(29,493)=4,04; p=0,001] no escore clinico da EAE observado
durante 30 dias. O teste de pos hoc de Bonferroni revelou uma piora no escore da
doenca na prole de fémeas tratadas com LPS, nos dias 21 (p<0,05), 22, 23, 24 e 25
(p<0,01) po6s-imunizacdo, em relacdo ao grupo salina nos mesmos tempos. Esses

achados estao ilustrados na figura 16.
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Figura 16 - Desenvolvimento dos sintomas clinicos da encefalomielite autoimune experimental na
prole de camundongos C57BL/6J fémeas tratadas com Salina ou LPS durante a
gestacéo (DG17)
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Legenda: Os valores estéo expressos em em média + erro padréo (n=9). * Diferente do grupo Sal no
mesmo ponto temporal.

5.3.2 Atividade locomotora no campo aberto

A fim de se determinar se existe alguma diferenca entre os tratamentos pré-
natais em parametros locomotores, as fémeas imunizadas para EAE foram
submetidas ao teste de campo aberto durante a progressao dos sintomas motores,
15 dias pos-imunizacéo.

Como comprovado pelo teste t, o tratamento pré-natal ndo provocou
alteracdes quanto a distancia percorrida no campo aberto, ilustrado pela locomocéao
total no campo aberto. No entanto, o teste t de student evidenciou uma diminui¢éo

da velocidade média de locomocdo em animais EAE que foram expostos a ativacao
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imune materna com LPS, quando comparados aos do grupo salina (p<0,05). A figura

17 ilustra esses achados.

Figura 17 - Pardmetros locomotores no campo aberto de animais EAE
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Legenda: Distancia percorrida (A) e velocidade média (B), analisados 15 dias ap6s a imunizacéo para
EAE da prole de maes tratadas com salina ou LPS ao final da gestacdo. Os valores estdo expressos
em em média + erro padrao (n=9). * difere do grupo Sal.

5.3.3 Caracterizacao do infiltrado celular do SNC d  urante o pico da EAE

Esse experimento foi realizado com a intencdo de descrever os mecanismos
desse fendbmeno assim como caracterizar o infiltrado celular no SNC durante o pico
da doenca. Através da observacédo diaria, determinamos o pico da EAE por volta do
vigésimo dia apos a imunizacdo. Ao atingirem o pico da doenca, as fémeas foram
levados a uma sala adjacente e anestesiados com uma solucdo de
Xilazina/Ketamina. Apos a perfusdo do animal com PBS, o encéfalo foi
imediatamente dissecado para a coleta do coértex e cerebelo, que em seguida foram
armazenados a -80°C até os ensaios de western blotting e RT-PCR. O restante do
encéfalo, juntamente com a medula espinhal, foi macerado e dissociado

mecanicamente para obtencao das células do SNC conforme descrito anteriormente.
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5.3.4 Fenotipagem de células mononucleares

O teste-t de student demonstrou um aumento significante na porcentagem de
linfécitos T CD4 nao estimulados em cultura na prole de fémeas tratadas com LPS,
guando comparados aos dos animais do grupo salina (p<0,01), conforme mostra a
figura 18B.

A ANOVA de duas vias revelou um efeito do pré-tratamento [F(1,18)=7,75;
p=0,01], do estimulo em cultura [F(1,18)=32,04; p=0,001] e da interacdo pre-
tratamento x estimulo F(1,18)=4,70; p=0,04] na porcentagem de células T CD4
produtoras de IFN-y (cels Thl) infiltrantes no SNC, conforme ilustrado na figura 18C.
O teste pos-hoc de Bonferroni mostrou um aumento na porcentagem de células Thl
estimuladas na prole de fémeas tratadas com LPS, quando comparadas ao grupo
salina (p<0,01) na mesma condicao.

A ANOVA de duas vias revelou um efeito do pré-tratamento [F(1,17)=8,49;
p=0,01], do estimulo [F(1,17)=82,53; p=0,001] e da interacdo pré-tratamento Xx
estimulo F(1,17)=7,11; p=0,01] na porcentagem de células T CD4 produtoras de IL-
17 (cels Th17) infiltrantes no SNC, conforme ilustrado na figura 18D. O teste pos-hoc
de Bonferroni mostrou um aumento de células Th17 estimuladas in vitro na prole de
fémeas tratadas com LPS, quando comparadas ao grupo salina na mesma condi¢ao
(p=0,01).

A ANOVA de duas vias revelou um efeito do pré-tratamento [F(1,17)=4,80;
p=0,04], do estimulo [F(1,17)=17,93; p=0,001] e da interacdo prée-tratamento X
estimulo F(1,17)=5,06; p=0,03] na porcentagem de células T CD4 produtoras de IL-
10 (cels Treg) infiltrantes no SNC, conforme ilustrado na figura 18E. O teste pos-hoc
de Bonferroni mostrou uma diminuicdo de células Treg estimuladas in vitro na prole
de fémeas tratadas com LPS, quando comparadas ao grupo salina na mesma
condicéo (p<0,05).
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Figura 18 - Caracterizagdo de linfécitos infiltrantes no SNC durante o pico dos sintomas da EAE
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Legenda: Exemplo de citometria de fluxo para células CD4" (A). Porcentagem de células CD4 totais
(B), assim como das células Thl (C), Th17 (D) ou Treg (E) infiltrantes no SNC da prole de animais
tratados ou ndo com LPS ao final da gestacdo. Na vida adulta os animais foram imunizados com
MOG 35-55 e sacrificados durante o pico da EAE, e as células do SNC coletadas foram
reestimuladas in vitro. Os valores estdo expressos em média + erro padrdo (n=9). * difere do grupo

Sal na mesma condic¢ao.

A ANOVA de duas vias revelou um efeito do estimulo em cultura
[F(1,18)=28,41; p=0,001] e da interacdo pré-tratamento x estimulo F(1,18)=6,29;
p=0,02] na porcentagem de células CD45'CD11b" (linfocitos) infiltrantes no SNC,
conforme ilustrado na figura 19B. O teste pos-hoc de Bonferroni demonstrou
existéncia de um aumento de linfocitos infiltrantes na prole de fémeas tratadas com
LPS, quando comparadas as do grupo salina na mesma condi¢ao (p<0,05).

A ANOVA de duas vias revelou um efeito do pré-tratamento [F(1,19)=7,25;
p=0,01], na porcentagem de células CD45""CD11b* (macréfagos) infiltrantes no
SNC, conforme ilustrado na figura 19C. O teste pos-hoc de Bonferroni mostrou um
aumento na porcentagem de macrofagos na prole de fémeas tratadas com LPS,
quando comparadas ao grupo salina (p<0,05) na mesma condicdo. A ANOVA de
duas vias revelou somente um efeito do estimulo em cultura [F(1,20)=6,23; p=0,02]
na porcentagem de CD45°"CD11b* (microglia) no SNC. No entanto, o teste de pos-
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hoc ndo foi capaz de evidenciar quaisquer diferencas entre os tratamentos pré-
natais (p=0,05), conforme ilustrado na figura 19D.

Com relagcédo a expressdo de MHC de classe Il por macréfagos infiltrantes, a
ANOVA de duas vias revelou um efeito do pré-tratamento [F(1,16)=4,57; p=0,04], do
estimulo em cultura [F(1,16)=13,82; p=0,001] e da interacdo pré-tratamento x
estimulo F(1,16)=5,48; p=0,03], representado pela intensidade média de
fluorecéncia do marcador IA-IE. O teste pos-hoc de Bonferroni evidenciou um
aumento na expressao de MHC Il nos macrofagos da prole de fémeas tratadas com
LPS, quando comparados aos do grupo salina (p<0,01) na mesma condigéo,
conforme ilustrado na figura 19E.

Com relacdo a expressdao de MHC de classe Il por células microgliais, a
ANOVA de duas vias revelou um efeito da interacdo pré-tratamento x estimulo
F(1,15)=6,53; p=0,02], representado pela intensidade média de fluorecéncia do
marcador IA-IE. O teste pos-hoc de Bonferroni mostrou um aumento na expressao
de MHC Il nas células microgliais da prole de fémeas tratadas com LPS, quando
comparadas ao grupo salina (p<0,05) na mesma condi¢édo, conforme ilustrado na
figura 19F.
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Figura 19 - Caracterizagdo de macréfagos e microglia no SNC durante o pico dos sintomas da EAE
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Legenda: Exemplos de citometria da dupla marcagdo CD45 e CD11b (A). Porcentagem de linfocitos
(B) e macréfagos (C) infiltrantes, assim como de céls microgliais (D) no SNC da prole de animais
tratados ou ndo com LPS ao final da gestagdo. Ainda, ilustra-se Intensidade média de fluorecéncia do
marcador IA-IE (MHC 1l) por macréfagos (E) e microglia (F). Na vida adulta os animais foram
imunizados com MOG 35-55 e sacrificados durante o pico da EAE, e as células do SNC coletadas
foram reestimuladas in vitro. Os valores estdo expressos em média + erro padrdo (n=9). * difere do
grupo Sal na mesma condicao.

5.3.5 Quantificacao de citocinas no SNC por RT-PCR

Como mostra a figura 20, o teste-t de Student revelou um aumento
significante na expressdo de mRNA para IL-6 (p<0,05), IL-18 (p<0,05) e TNF
(p<0,05) no cerebelo da prole de maes tratadas com LPS na gestacdo (DG17), em
comparagao ao grupo controle. Nao obstante, essas alteracbes estavam presentes
apenas no cerebelo, uma vez que ndo encontramos diferencas entre oS grupos no

cortex cerebral (dados ndo mostrados).
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Figura 20 - Expressdo de mRNA de citocinas inflamatérias no SNC da prole de animais tratados ou
ndo com LPS ao final da gestacéo
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Legenda: Expresséo relativa de mRNA para IL-6 (A), IL-18 (B) e TNF (C) normalizados em relagédo ao
gene constitutivo 18S, no cerebelo da prole de animais tratados ou ndo com LPS ao final da
gestacdo. Na vida adulta os animais foram imunizados com MOG 35-55 e sacrificados durante o pico
da EAE, e amostras de cerebelo e cortex foram coletadas para RT-PCR. Os valores estdo expressos
em média + erro padrao (n=5). * difere do grupo Sal.

5.3.6 Quantificacdo proteica por Western Blotting

A andlise da expressdo proteica no coértex e cerebelo de animais EAE
realizada aos 7, 20 e 30 dias apds a imunizacdo revelou efeito do pré-tratamento
[F(1,8)=11,28; p=0,02], do tempo poés-imunizacdo [F(2,8)=17,34; p=0,001] e da
interag&o tratamento x tempo [F(2,8)=4,46; p=0,005] na expressao proteica de GFAP
no cerebelo da prole, como evidenciado pela ANOVA de duas vias. O teste de

Bonferroni revelou um aumento significante dos niveis de GFAP na prole de maes
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desafiadas com LPS durante o final da fase aguda da EAE, aos 30 dias pos-
imunizacao (p<0,01). A figura 21 ilustra esses achados.

No entanto, ndo encontramos diferencas entre os tratamentos pré-natais
guanto aos niveis proteicos de Iba-1, pSTAT3, Ikk, COX-2, e iINOS no cértex e no
cerebelo de animais imunizados durante o curso da EAE.

Figura 21 - Expressdo de proteinas no cértex e cerebelo durante o decorrer da EAE pela prole de
animais desafiados ou ndo com LPS ao final da gestacéo
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Legenda: llustracéo da expressao proteica por western blotting (A) e expresséo relativa das proteinas
GFAP (B), Iba-1 (C), pSTAT3 (D), Ikk (E), COX-2 (F) e INOS (G) no cortex e cerebelo durante o
decorrer da EAE pela prole de animais desafiados ou ndo com LPS ao final da gestacdo. Na vida
adulta os animais foram imunizados com MOG 35-55 e sacrificados 7, 20 e 30 dias pds-imunizacao e
amostras de cerebelo e cértex foram coletadas Western Blott. Os valores estdo expressos em média
+ erro padrao (n=4). * difere do grupo Sal.
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5.3.7 Alteracdes imunes periféricas durante o inici o da EAE

Com base nos resultados apresentados, nosso préoximo passo foi analisar as
alteracdes imunes periféricas eventualmente presentes, na tentativa de melhor
compreender o fendbmeno. Para tanto, a prole de fémeas adultas foi imunizada
conforme descrito anteriormente; no entanto, os animais foram sacrificados antes do
aparecimento dos sintomas clinicos da doencga, aos 7 dias pos-imunizacao.
Procedeu-se entdo com a coleta do bago e dos linfonodos regionais (inguinais e

mesentéricos) para plaqueamento e reestimulacao in vitro.

5.3.7.1 Fenotipagem de células do Baco

A ANOVA de duas vias revelou um efeito do pré-tratamento [F(1,27)=8,17;
p=0,008], do estimulo em cultura [F(1,27)=316,32; p=0,001] e da interacdo pre-
tratamento x estimulo F(1,27)=4,32; p=0,04], na expressao de MHC de classe Il por
macréfagos. O teste pos-hoc de Bonferroni mostrou um aumento de macréfagos
expressando MHC Il da prole de fémeas tratadas com LPS, quando comparadas as
do grupo salina (p<0,01) na mesma condi¢ao, conforme ilustrado na figura 22E.

A ANOVA de duas vias revelou um efeito do estimulo em cultura
[F(1,27)=316,32; p=0,001], na porcentagem de células CD11b* (macréfagos)
produtoras de IL-17, conforme ilustrado na figura 22F. O teste pos-hoc de Bonferroni
mostrou um aumento na porcentagem de macrofagos produtores de IL-17 na prole
de fémeas tratadas com LPS, quando comparadas ao grupo salina (p<0,01) na

mesma condicao.
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Figura 22 - Caracterizagdo de linfocitos e macréfagos no bago da prole de animais tratados ou ndo
com LPS ao final da gestagéo
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Legenda: Porcentagem de células CD4 totais (A), Thl (B) e Th1l7 (C), assim como de macrofagos
totais (D) ou expressando MHC Il (E) e IL-17 (F) no baco da prole de animais tratados ou ndo com
LPS ao final da gestacdo. Na vida adulta os animais foram imunizados com MOG 35-55 e
sacrificados durante o inicio da EAE, e as células do baco coletadas foram reestimuladas in vitro. Os
valores estdo expressos em média * erro padrdo (n=9). * difere do grupo Sal na mesma condigéo.

5.3.7.2 Fenotipagem de células dos Linfonodos

A ANOVA de duas vias ndao mostrou diferencas significantes entre os
tratamentos pré-natais nas porcentagens de células CD4, CD4*IFN-y *, CD4"IL-17",
CD11b", CD11b*IA-IE" e CD11b*IL17" nos linfonodos de animais com EAE (dados

nao mostrados).
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5.3.7.3 Producéao de citocinas no Bago

A ANOVA de duas vias revelou um efeito do pré-tratamento [F(1,19)=8,80;
p=0,007], e do estimulo in vitro [F(1,19)=4,77; p=0,04] nos niveis de IL-6 produzidos
no baco, conforme ilustrado na figura 23C. O teste pos-hoc de Bonferroni mostrou
um aumento de IL-6 por células estimuladas in vitro da prole de fémeas tratadas
com LPS, quando comparadas ao grupo salina na mesma condic¢do (p<0,05).

Com relacdo a producgdo de IL-17, a ANOVA de duas vias revelou um efeito
do estimulo em cultura [F(1,19)=28,39; p=0,001]. O teste de Bonferroni mostrou um
aumento na producéo de IL-17 pela prole de fémeas tratadas com LPS, quando

comparadas ao grupo salina (p<0,05) na mesma condicdo, conforme ilustrado na

figura 23F.

Figura 23 - Citocinas produzidas por células de baco no inicio da EAE
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Legenda: Concentra¢gdes das citocinas IL-2 (A), IL-4 (B), IL-6 (C), IFN-y (D), TNF (E), IL-17 (F), IL-10
(G) e IL-12 (H) produzidas ap6s estimulo com MOG 35-55 em cultura de células de bago da prole de
fémeas tratadas com salina ou LPS durante o final da gestacdo. Os valores estdo expressos em
média + erro padrdo (n=9). * difere do grupo Sal na mesma condigéo.
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5.3.7.4 Produgéo de citocinas nos Linfonodos

A ANOVA de duas vias revelou um efeito do estimulo em cultura
[F(1,20)=28,60; p=0,001] nos niveis de IL-2 produzidos por celulas dos linfonodos. O
teste de Bonferroni mostrou um aumento na producao de IL-2 pela prole de fémeas
tratadas com LPS, quando comparadas as do grupo salina (p<0,05) na mesma
condicao, conforme ilustrado na figura 24A.

Com relacdo a producgdo de IL-17, a ANOVA de duas vias revelou um efeito
do estimulo em cultura [F(1,19)=13,00; p=0,001]. O teste de Bonferroni demonstrou
um aumento na producao de IL-17 pela prole de fémeas tratadas com LPS, quando

comparadas ao grupo salina (p<0,05) na mesma condicdo, conforme ilustrado na

figura 24F.

Figura 24 - Citocinas produzidas por células de linfonodo no inicio da EAE
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Legenda: Concentra¢gfes das citocinas IL-2 (A), IL-4 (B), IL-6 (C), IFN-y (D), TNF (E), IL-17 (F), IL-10
(G) e IL-12 (H) produzidas ap6s estimulo com MOG 35-55 em cultura de células de linfonodos da
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prole de fémeas tratadas com salina ou LPS durante o final da gestacdo. Os valores estdo expressos
em média + erro padrao (n=9). * difere do grupo Sal na mesma condicao.
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6 DISCUSSAO

Nossos resultados mostram que a ativacdo imune materna durante a
gestacdo induziram alteracbes especificas no desenvolvimento fetal, que se
refletiram na imunidade da prole, analisada na idade adulta. Especificamente,
mostramos que a exposi¢cao da mae a um estimulo imune como o LPS foi suficiente
para provocar alteracfes imunes na periferia e no SNC, além de potencializar a
manifestacéo clinica da EAE na prole de fémeas.

Dentro do contexto dessa discussdo, podemos destacar os trabalhos prévios
de nosso grupo nos quais foram encontradas alteracdes neuroquimicas,
comportamentais e enddcrinas em decorréncia da ativagao imune materna causada
pelo LPS. A prole de animais expostos ao LPS na metade da gestacdo apresentou
reducdo do comportamento de brincar (quando jovens) e da interacdo social
(quando adultos), assim como potencializagdo do comportamento doentio induzido
por LPS (KIRSTEN et al., 2010a; KIRSTEN et al., 2010b).

Ainda, trabalhos anteriores deste projeto de doutorado demonstraram que a
administracdo de LPS ao final da gestacdo potencializou na prole a locomocao
induzida pelo tratamento agudo com anfetamina, sem alterar o desenvolvimento da
sensibilizacdo comportamental ao tratamento cronico com a mesma droga (ZAGER
et al., 2012). Além disso, a prole de fémeas desafiadas exibiu comportamento
estereotipado exacerbado (auto-limpeza no campo aberto), fato que se
correlacionou com a expressdo aumentada dos receptores dopaminérgicos D1 por
esses animais (Apéndice A).

N&o obstante, também mostramos que a prole de fémeas desafiadas
apresentava aumento nos niveis plasmaticos basais de noradrenalina e
potencializacdo da liberacdo de corticosterona em resposta a um estressor agudo.
No entanto, esse aumento da concentracdo plasmatica de corticosterona foi
transitorio, uma vez que uma hora apos a retirada do estimulo, a diferenca entre os
grupos deixou de existir. Esse fendmeno aconteceu independente de perturbacdes
nos niveis hipotalamicos de noradrenalina e no padrédo de sono dos animais (artigo

em revisdo, Apéndice B). Tomados em seu conjunto, esses achados indicam que
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aspectos especificos do eixo neuroimune sdo susceptiveis a perturbac¢des durante a

gestacao.

6.1 ALTERACOES IMUNES PERIFERICAS

E importante ressaltar que o DG 17 em camundongos é equivalente a 20
semanas de gestacdo em seres humanos, um periodo no qual a medula 6ssea fetal
torna-se o principal orgdo hematopoiético, que persiste durante toda a vida poés-
natal. O estabelecimento do microambiente da medula 6ssea hematopoiética € um
processo que requer a migracdo de células tronco, a calcificacdo do esqueleto
cartilaginoso, e remodelacdo de tecidos ossificados; e este microambiente é
essencial para a producdo normal de leucocitos na vida pés-natal (HOLLADAY;
SMIALOWICZ, 2000; LANDRETH, 2002).

As alteracdes imunes sdo um importante indicativo da forma pela qual a
exposicao pré-natal ao LPS pode afetar o desenvolvimento da prole. Nesse sentido,
0 primeiro experimento foi desenvolvido para se tragar um perfil imune periférico da
prole de maes desafiadas, em termos de citocinas Th1/Th2/Th17, atividade de
células imunes e desenvolvimento da hipersensibilidade do tipo tardia.

Nossas andlises indicam um aumento da producdo de IL-12 por células
aderentes da prole de mées tratadas com LPS. IL-12 é o principal mediador da
imunidade inata e é um indutor essencial da imunidade mediada por células, além
de estimular a producéo de IFN-y e diferenciacao para resposta do tipo Thl (ABBAS
et al., 2007). O aumento da producao de IL-12 nos leva a hipotese de que a ativacao
imune materna tenha sido capaz de modificar o desenvolvimento da resposta imune
da prole, favorecendo respostas do tipo Thl. No entanto, é interessante observar
que a producéo de citocinas de perfil Thl, Th2 ou Th17 por linfécitos nao foi afetada
pelo tratamento pré-natal, sugerindo este fato que as alteracdes aqui encontradas
sao restritas as células apresentadoreas de antigeno (APCs), como macréfagos e
células dendriticas.

Para determinar se 0 aumento na producéo de IL-12 teria uma consequéncia

funcional da imunidade adaptativa e, se este aumento se refletiia em aumento da
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imunidade mediada por células, a prole das fémeas tratadas com salina ou LPS foi
submetida ao paradigma da hipersensibilidade do tipo tardia (DTH, do inglés delayed
type hipersensitivity); neste estudo, o aumento da espessura da pata corresponde a
resposta imune de perfil Thl in vivo em animais que foram previamente
sensibilizados (ABBAS et al., 2007). Nossos resultados mostraram que o inchago
pata foi aumentado na prole da méaes tratadas com LPS, indicando um aumento da
infiltracdo celular e/ou edema local e fornecendo evidéncias de um aumento global
na imunidade mediada por células nessa prole.

Um estudo que corrobora nossa hipotese de desequilibrio Th1/Th2 mostrou
que a prole de maes desafiadas apresenta inflamacéo das vias aéreas atenuada em
resposta a asma induzida experimentalmente, um modelo classico de resposta Th2
(KIRSTEN et al., 2011), que é conhecido por ser inibido por citocinas de tipo Thl.
Dentro deste contexto, os nossos resultados indicam que a produgédo da citocina
regulatoria 1L-10 por APCs encontrava-se diminuida na prole de maes tratadas com
LPS, comprovando que o tdnus regulatorio encontra-se prejudicado nesses animais.

Achados prévios mostraram que a prole de mées infectadas apresentavam
prejuizo na imunidade inata, caracterizado por atraso na maturacdo da resposta
imune (HODYL et al.,, 2007; BELOOSESKY et al.,, 2010), além de polarizacao
preferencial para respostas do tipo Th17 (MANDAL et al., 2010a, b). Sabe-se que a
progressdo de modelos animais de doencas inflamatdrias, como a esclerose multipla
e a artrite reumatéide, é mediada principalmente por células do tipo Thl (ABBAS et
al., 2007). Recentemente, tem-se comprovado, também, a participacdo de células de
perfil Th17 na modulacéo desses disturbios (BETTELLI et al., 2006; HIROTA et al.,
2010).

Curiosamente, 0s nossos dados indicam que a ativagdo imunologica pré-natal
nao teve quaisquer efeito sobre a atividade de neutréfilos no sangue, em todos os
parametros analisados, tais como producao de espécies reactivas de oxigénio (burst
oxidativo) e fagocitose de S. aureus, 0 que indica que esta manipulagcdo nao teve
impacto sobre a imunidade inata mediada por neutréfilos. No entanto, ha que
ressaltar que outros aspectos da resposta imune inata, tais como a atividade de
monaocitos / macrofagos, ndo foram analisados.

As células dendriticas sdo as células apresentadores de antigeno mais

eficazes para ativar as células CD4" e CD8" naive e para iniciar as respostas das
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células T (ABBAS et al., 2007). Em resposta a antigenos, as células dendriticas
amadurecem durante a migracdo para os linfonodos tornando-se extremamente
eficientes na apresentacdo de antigenos; mas para isso, devem externalizar
algumas moléculas co-estimulatérias, como MHC de classe Il, CD80 e CD86, para
uma correta apresentacao e consequente resposta imune (ABBAS et al., 2007).

No nosso estudo, a prole de maes expostas ao LPS ndo apresentou
diferencas significantes na quantidade de células dendriticas no baco, assim como
na expressao de moléculas co-estimulatérias. Embora as células dendriticas sejam o
principal foco deste estudo, é importante salientar que os macréfagos sao
importantes mediadores da imunidade inata e adaptativa e, portanto, podem ter sido
eles os responsaveis pelas diferencas observadas na producdo de citocinas

anteriormente citadas (artigo em revisdo, Apéndice C).

6.2 PRODUCAO DE MEDIADORES INFLAMATORIOS POR CELULAS
RESIDENTES DO SNC

Nosso experimento anterior mostrou que a prole de méaes desafiadas ao final
da gestacdo apresentou aumento na producéo de IL-12 por células apresentadores
de antigeno da periferia, o que se refletiu em aumento da resposta de DTH,
corroborando nossa hipétese de aumento da resposta de perfil Thl.

Dessa forma, os resultados obtidos no primeiro experimento levantam o
seguinte questionamento: dado que a ativacdo imune pré-natal altera a imunidade
adaptativa para o tipo Thl, predominantemente pro-inflamatéria, poderia o
tratamento pré-natal afetar a resposta imune no sistema nervoso central? Sabe-se
que o aumento da producdo de citocinas de perfil Thl na periferia € um potente
estimulo para a ativacdo da microglia (STREIT et al., 2004), e que essa célula é
particularmente susceptivel a desafios imunes no periodo perinatal (BILBO;
SCHWARZ, 2009).

Dessa forma, decidimos testar essa hipotese através de uma cultura primaria
mista de neurbnios e células da glia de neonatos cujas mées foram desafiadas ou

ndo. Esse tipo de cultura priméaria oferece uma série de vantagens em relacdo a
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modelos in vivo, um vez que, elimina a influéncia de células e de mediadores da
periferia que poderiam interferir nos resultados; apds estimulo in vitro, esta técnica
fornece uma boa perspectiva da resposta imune-inflamatoria do SNC. Nesse
experimento, a técnica de imunofluorecéncia revelou os principais tipos celulares
envolvidos na cultura mista: neurbnios, astrécitos e microglia, evidenciados pela
marcacao positiva para MAP-2, GFAP e Iba-1, respectivamente.

Com relacdo as citocinas produzidas em cultura, nossos resultados
mostraram que a producédo de IL-6 e IL-1B apds o estimulo com LPS in vitro foi
potencializada nas culturas do grupo experimental, em relacdo ao grupo salina sem,
no entanto, revelar diferencas nos niveis de TNF. A IL-6 e IL-1B séo citocinas
produzidas durante a fase aguda e que medeiam tanto a imunidade inata quanto a
resposta inflamatoéria (ABBAS et al., 2007). Nossos achados, no entanto, ndo nos
permitem concluir quais os tipos celulares envolvidos na exacerbacdo dessas
citocinas, uma vez que tanto os astricitos quanto a microglia podem secretar as
duas citocinas.

Ainda, é interessante observar que os niveis basais de IL-1B nos tecidos
provenientes de animais do grupo experimental foram equivalentes aos obtidos no
grupo controle apds o estimulo, indicando que essas células possuem um perfil pro-
inflamatorio basal aumentado quando expostas a um estimulo imune in utero.

Além disso, a producao de IL-10 apds o estimulo in vitro encontra-se reduzida
nas culturas de células provenientes dos animais do grupo experimental, indicando
um prejuizo no controle da inflamacao; este resultado corrobora com os achados
periféricos do experimento anterior, no qual a producdo periférica de IL-10
encontrava-se prejudicada. Curiosamente, a analise de citocinas revelou que a
cultura mista ndo produziu quantidades detectaveis de IL-2, IL-4, IFN-y, e IL-17,
sugerindo este fato que a producdo de citocinas no SNC seja restrita as citocinas
ligadas a imunidade inata, como IL-1, IL-6, TNF e IL-10.

Ainda, a quantificacdo de nitritos produzidos em cultura mista revelou que a
atividade do o6xido nitrico encontrava-se potencializada nas culturas do grupo
experimental apds o estimulo in vitro, em relagdo ao grupo controle. Esse achado
sugere que a producéo de oxido nitrico também é afetada por estimulos pré-natais,

como a ativacao imune materna, exacerbando a resposta inflamatéria no SNC.
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Dessa forma entéo, podemos concluir que a ativagado imune materna torna as
células residentes do SNC (notadamente a glia) hiper-reativas e susceptiveis a
desafios subsequentes, potencializando a secrecdo de citocinas pro-inflamatorias

por essas células.

6.3 DESENVOLVIMENTO DA EAE

Nossos resultados indicam que a administracdo de LPS no final da gestagéao
repercutiu ndo apenas na imunidade periférica mas, também, na resposta
inflamatoria por células do SNC da prole. No entanto, esses achados in vitro ndo nos
permitem concluir se esse fenbmeno possui relevancia biolégica e se a prole de
maes desafiadas com LPS ¢é mais susceptivel a doengas autoimunes e
neuroinflamatérias, como a artrite e a EM.

Sabe-se que o inicio e a evolucdo dos sintomas da EM esta diretamente
relacionado com a imunidade do tipo Thl e com a resposta imune-inflamatéria do
SNC (GLASS et al., 2010), ambas exacerbadas na prole pelo modelo da ativagéo
imune materna. Baseado nesses achados, nossa hipétese seria de que a prole de
maes desafiadas apresentaria uma piora nos sintomas clinicos da doenca.

De fato, nossos resultados evidenciaram uma piora nos sintomas da EAE em
fémeas provenientes de maes que receberam o LPS no DG17. Curiosamente, 0
aparecimento dos sintomas da EAE ocorreu de forma similar entre os grupos e essa
piora ocorreu somente a partir dos 20 dias ap0s a imunizacdo. Nesse sentido, o
teste do campo aberto corroborou com nossos achados ao revelar que o prejuizo
locomotor jA era evidente nos animais do grupo experimental 15 dias apds a
imunizacgao.

Ainda, nesse mesmo experimento optamos por incluir um grupo no qual as
fémeas prenhes foram desafiadas na metade da gestacédo, no DG9, na tentativa de
se determinar se o0 estagio gestacional durante o qual o desafio € realizado
influencia esse fendbmeno. Curiosamente, 0 mesmo nao ocorreu quando o insulto é
aplicado na metade da gestacédo (dados ndo mostrados), indicando este fato e de

relevancia, que existe uma especificidade quanto ao periodo gestacional em que o
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desafio é aplicado. A especificidade dessas alteracdes quanto a idade gestacional
sugere que os estagios tardios de gestacdo sejam 0s periodos mais criticos para o
desenvolvimento da auto-imunidade e/ou neuroinflamacédo e, assim, a consequente
desmielinizagéo.

E importante destacar que a prole de machos também foi submetida ao
mesmo procedimento e, no entanto, os resultados obtidos nos machos nao
evidenciaram diferencas entre 0s grupos quanto aos sintomas clinicos da doenca.
Desta forma, parece-nos possivel propor que as fémeas, além de serem mais
afetadas pela EAE, sejam mais susceptiveis as influéncias ambientais como, por
exemplo, ativacdo imune materna. Alternativamente, é licito pensar que os machos
possam ter desenvolvido algum mecanismo protetor que impeca piora dos sintomas.

A partir desses resultados, decidimos investigar os mecanismos pelos quais
essas alteragbes na EAE acontecem somente na prole fémea de mées que
receberam LPS no DG17. O proximo passo foi, entdo, estudar e caracterizar o
infiltrado celular no orgédo alvo (SNC) durante o pico de manifestacdo dos sintomas

clinicos da doenca.

6.4 INFILTRADO DE CELULAS IMUNES PERIFERICAS DURANTE O PICO DA
EAE

Diversos tipos celulares estdo envolvidos na progressao da EM, e de seu
modelo murino, a EAE. As APCs sdo necessarias para a patogénese da doenca
(GRETER et al., 2005), pois, ao entrar em contato com antigenos de mielina, elas
amadurecem e migram para os orgao linféides onde apresentam o antigeno as
células T naive (BAILEY et al., 2007). A ativacdo e sobrevivéncia de células T
requerem dois sinais das APCs: apresentacdo do antigeno pelo complexo principal
de histocompatibilidade (MHC) para o receptor da célula T (TCR), e um sinal
secundario fornecido pela interacdo de moléculas co-estimulatorias, tais como CD80
e CD86 com CD28 em células T.

Durante a ativacdo, a diferenciacdo de células T em subpopulacbes de
células CD4" efetoras (Thl, Th2, Th1l7, Treg) depende das citocinas produzidas
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pelas APCs (ZHU; PAUL, 2010). Dados recentes sugerem que a EM seja
impulsionada por ambos subtipos Thl e Th1l7, embora cada subtipo seja diferente
quanto ao seu mecanismo (BAILEY et al., 2007; KANG et al.,, 2010). Uma vez
ativadas, as células T migram para o cérebro e atravessam a BHE onde, elas séo re-
estimuladas pelas APCs (TOMPKINS et al., 2002), levando a inducdo e a
progressdo da doenca. Conforme a doenca progride, novos antigenos da mielina
sdo apresentados pelas APCs (espalhamento de epitopos), levando a ativacéo
subsequente de células T recém chegadas ao SNC (MCRAE et al., 1995).

Nossos resultados mostraram que a migracdo para o SNC dos principais
subtipos celulares envolvidos na patogenia da doenca durante o pico da EAE, pode
ser modulada pela ativacdo imune durante o periodo gestacional. Especificamente,
0s tipos celulares responséaveis pelo inicio e pela propagacdo da inflamacéo, tais
como o0s macrofagos, encontravam-se aumentados no SNC da prole de maes
tratadas com LPS. Nao obstante, os subtipos de linfocitos que tém um papel pro-
inflamatoério na EAE, como as células Thl e Thl7, também foram afetados e
encontravam-se aumentados na prole do grupo experimental. Além disso,
encontramos uma diminuicdo das células T reguladoras no SNC da prole de maes
tratadas com LPS, cuja funcao, supde-se seja controlar a inflamacéo nesse modelo,
0 que poderia ter contribuido para a propagacdo do processo inflamatorio e
consequente destruicdo da mielina.

Dessa forma, podemos inferir que tanto o estimulo pro-inflamatorio esteja
aumentado quanto o estimulo regulatério esteja suprimido no orgao alvo durante a
progressado da EAE em decorréncia da exposicdo materna ao LPS. Esse fendmeno
correlaciona-se intimamente com o aumento dos sintomas clinicos da doenca em
fémeas, uma vez que quanto maior o infiltrado celular, maior € a neuroinflamacao e,
consequentemente, a severidade dos sintomas.

N&o obstante, ja foi mostrado anteriormente que a ocorréncia de fatores
ambientais e infec¢des prévias podem predispor a autoimunidade contra antigenos
de mielina. No entanto, nosso estudo € pioneiro em mostrar que processos
inflamatoérios durante o periodo fetal também afetam a progressdo de doencas
desmielinizantes, assim como a migracao de linfécitos e macrofagos autoreativos
para o orgdo alvo, no caso o SNC. Além disso, mostramos aqui que o nivel de

ativacdo dos macroéfagos infiltrantes na prole experimental também encontrava-se
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exacerbado em relacdo ao grupo controle, uma vez que a expressao de MHC Il por

essas células estava sensivelmente aumentada na prole de méaes tratadas com LPS.

6.5 PARTICIPACAO DAS CELULAS RESIDENTES DO SNC NA EAE

Com a hipotese no tocante ao papel das células residentes do SNC na piora
da EAE induzida pela ativacdo imune materna, é de que a microglia seja
responsavel pelo agravamento da doenca por se tornar hiper-reativa apos a
exposicao intra-Utero as citocinas inflamatdrias.

Trabalhos recentes mostraram que a presenca da microglia € fundamental
para a progressao da EAE em camundongos. Heppner et al. (2005) mostraram em
camundongos trangénicos que a producao de TNF, 6xido nitrico e CCL4 € inibida no
SNC quando esses animais passam por ablacdo das células microgliais apos
tratamento farmacologico, fato que compromete a migracdo de células T para o
orgao alvo (SNC) e o desenvolvimento da doenca.

Nossos resultados de citometria de fluxo indicam que n&o existem diferencas
entre as proles dos grupos experimental e controle quanto ao nimero de células
microgliais. No entanto, a expressdo de MHC de classe Il por essas células esta
aumentada na prole de maes tratadas com LPS, indicando um fendétipo pré-
inflamat6rio exacerbado. Esses dados permitem inferir que o namero de células
microgliais ndo seja suscetivel a alteragcbes; porém o grau de ativacdo dessas
células e, possivelmente, o fenotipo de citocinas secretadas deve ter sido
exacerbado pela ativacdo imune materna. A microglia expressa constitutivamente os
marcadores CD45, CD86 e CD40 em baixos niveis (CARSON et al., 1998); no
entanto, a expressédo de CD45, MHC II, CD80, CD86 e CD40 torna-se aumentada
em resposta a um estimulo inflamatério, dessa forma aumentando sua fungédo de
APC (SHRIKANT; BENVENISTE, 1996). Além disso, sabe-se que a microglia atua
de duas formas distintas durante o desenvolvimento da EAE: (1) liberando citocinas
como IL-6, IL-23, e TGF-B, propagando a inflamacdo iniciada pelas células T
infiltrantes e, (2) secretando espécies reativas de oxigénio (ROS) e, desta forma,

contribuindo para a destruicdo da mielina (GLASS et al., 2010).
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A despeito do conhecido papel da microglia como APC dentro do SNC,
nossos resultados de quantificacdo proteica em regibes cerebrais mostram um
evidente aumento progressivo da expressdo de GFAP (Glial fibrillary acidic protein)
no cerebelo da prole do grupo experimental, culminando 30 dias apds a imunizagao.
Foi proposto que a expressdo de GFAP por astrocitos desempenha um papel na
interacdo astrocito-neurbnio e que seu aumento seja um indicativo de ativacao
imune-inflamatoéria ou astrogliose (LITTLE; O'CALLAGHA, 2001). Curiosamente, a
mesma tendéncia ndao ocorreu no cortex cerebral, o que poderia ser explicado pelas
diferencas entre as duas regides encefalicas quanto a densidade relativa glia x
neurbnio, uma vez que o cerebelo € uma regido rica em células da glia enquanto
que no coértex predominam o0s neurbnios. Esses achados podem nos ajudar a
entender o motivo pelo qual a piora dos sintomas da EAE seja evidente apenas
durante o pico dos sintomas.

Durante o pico da EAE, foi analisada a expressdo de mRNA para diversas
citocinas em regibes do SNC, como cértex cerebral e cerebelo. Nossos resultados
mostraram um aumento significante do mRNA para IL-6, IL-18 e TNF no cerebelo da
prole de mdaes tratadas com LPS, em comparacdo aquela do grupo salina. Esses
achados indicam que essas citocinas estdo sendo produzidas no orgao alvo (SNC)
durante o pico da EAE e podem nos ajudar a entender a diferenca entre os
tratamentos pré-natais quanto aos sintomas clinicos da doenca.

Dessa forma, nossos resultados in vivo e in vitro corroboram com trabalhos
publicados anteriormente que sugerem sejam desafios imunes peri-natais capazes
de predispor as células gliais a um fendtipo pré-inflamatério, tornando-as
hiperreativas a desafios subsequentes (BILBO; SCHWARZ, 2009).

6.6 ATERACOES IMUNES PERIFERICAS DURANTE O INICIO DA EAE

No experimento seguinte, investigamos o papel da resposta imune periférica
nesse fendmeno. Assim sendo, analisamos o0s tipos celulares presentes e a

citocinas produzidas em sitios de apresentacdo de antigeno como baco e linfonodos
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regionais no inicio da EAE (7 dias ap0s a imunizag&o) e antes do aparecimento dos
sintomas, .

Nossos resultados mostraram que os animais cujas méaes foram desafiadas
com LPS no DG17 apresentaram uma maior porcentagem de macréfagos
expressando MHC de classe Il e IL-17 no bago, mas néo revelaram diferengas nos
linfonodos. Curiosamente, os macréfagos ndo mudaram em numero, mas sim em
ativacdo e capacidade apresentadora de antigeno.

A respeito da liberacdo de citocinas em orgdos linféides, a producéo de IL-17
encontrava-se aumentada na prole de mées tratadas com LPS, em ambos orgéos
linféides, corroborando este fato com nossos resultados de fenotipagem das celulas
CD11b", indicando que a fonte de IL-17 aumentada pode ser os macréfagos, e nio
os linfécitos, como inicialmente previsto. Adicionalmente, encontramos um aumento
de IL-6 no bacgo, e de IL-2 nos linfonodos do grupo experimental.

A IL-6 € um importante mediador da imunidade inata e adaptativa, uma vez
que relaciona-se tanto com a resposta inflamatoria de fase aguda quanto a
diferenciacéo das células Th17 (ABBAS et al., 2007). Nossos achados da producao
dessa citocina no baco de animais EAE e na cultura mista indicam que a IL-6
encontra-se aumentada em ambos sitios (periferia e SNC) na prole de fémeas
desafiadas com LPS. Dessa forma, nos parece que a IL-6 possa ser mesmo
considerada responsavel pelo aumento da producdo de IL-17 na periferia e pelo
aumento de infiltrado inflamatério na EAE.

6.7 CONSIDERACOES FINAIS

Tomando em seu conjunto, os resultados dos 3 experimentos realizados
nessa tese, permitem um melhor entendimento do fendmeno estudado. Nesse
sentido, um prejuizo da producdo da citocina regulatoria IL-10 parece central,
estando envolvido nos 3 paradigmas aqui estudados. De fato, a producdo de IL-10
na periferia e no SNC foi drasticamente reduzida nos animais expostos a ativacao
imune materna, assim como o infiltrado de linfocitos produtores de IL-10 (Células

Treg) no SNC de animais EAE. Dessa forma, podemos sugerir que o prejuizo na
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sintese e liberagdo de IL-10 tenha desempenhado um papel fundamental no
aumento da inflamacéo provocado pelo desafio imune pré-natal, tanto em animais
naive quanto em animais imunizados para EAE.

Quer nos parecer, também, que a IL-6 também esta envolvida nesse
fenbmeno, uma vez que a producdo dessa citocina por células do bagco de animais
EAE e por células residentes do SNC, encontrava-se elevada. Ainda, encontramos
um aumento no mMRNA para IL-6 no cerebelo de animais EAE que foram expostos a
ativacdo imune materna, sugerindo este achado que essa citocina esteja sendo
expressa de forma exacerbada no SNC desses animais. Além disso, Nnossos
resultados com cultura primaria sugerem que as células do SNC da prole produzem
mais IL-6 em decorréncia da ativacdo imune materna. Tomados em seu conjunto,
esses dados permitem a proposicado de que a IL-6 desempenhe papel fundamental
nesse fénomeno, uma vez que seu aumento no orgdo alvo (SNC) pode ter
potencializado a diferenciacdo para células Thl7, aumentando a permeabilidade da
BHE e contribuindo para o aumento de células infiltrantes durante o pico da EAE.
Nesse contexto, sabe-se ser a IL-6 um importante mediador do fendmeno da
ativacdo imune materna (HSIAO; PATTERSON, 2011); de fato, a ativacao dessa via
na placenta é necessaria para a ocorréncia dos efeitos causados pela ativacao
imune materna (HSIAO; PATTERSON, 2011). No entanto, os dados do presente
trabalho, ndo permitem precisar a fonte, que no SNC seria responsavel pela
diminuicdo da IL-10 e pelo aumento da IL-6 encontrados na cultura mista.

Quer nos parecer seja ainda possivel levantar a hipotese de participacdo de
outras vias inflamatérias ndo analisadas neste trabalho. Um exemplo seria a via
CD200-CD200R, na qual o ligante presente em linfocitos e neurbnios envia, através
de contato celular, um sinal anti-inflamatério através de seu receptor em macréfagos
e microglia (MEUTH et al., 2008). Essa sinalizacdo aconteceria em resposta a uma
inflamacé&o local, e seu prejuizo poderia tornar o organismo mais susceptivel as
condicdes inflamatdrias. De fato, foi demonstrado que camundongos knock out para
a proteina CD200 sdo mais susceptiveis ao aumento da inflamacéo por DTH, artrite
induzida por colageno, transsecc¢éo do nervo facial e EAE (HOEK et al., 2000).

Ainda e levando-se em consideracédo trabalhos da literatura que relatam ser a
ativacdo imune pré-natal capaz de potencializar na prole a inflamacdo e a perda

neuronal em modelos animais de Parkinson (LING et al., 2004a; LING et al., 2006) e
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Alzheimer (KRSTIC et al.,, 2012) e, tomando-se esses trabalhos em seu conjunto
com nossos achados com a EAE, pode-se concluir que a ativacdo imune materna
atue como fator de risco, tornando a prole mais suscetivel a doencas
neurodegenerativas na vida adulta. Esse fenbmeno pode se dar através de uma
reprogramacgao do sistema imune da prole e, principalmente da resposta imune-
inflamatoria do SNC de modo tal a tornar o organismo mais propicio a apresentar
inflamacdes exacerbadas.
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7 CONCLUSOES

7.1 CONCLUSOES ESPECIFICAS

A ativacdo imune materna com LPS ao final da gestacdo provocou na prole:
- Alteracdes imunes periféricas, como aumento da producéo de IL-12 e diminui¢ao
de IL-10 por APCs;
- Exacerbacdo da resposta de hipersensibilidade do tipo tardia, sugestivo de
imunidade de perfil Thl aumentada;
- Potencializacdo da producdo de citocinas proé-inflamatérias e nitritos em cultura
primaria de células residentes do SNC estimuladas in vitro;
- Piora na severidade dos sintomas clinicos e no prejuizo motor causados pela
encefalomielite autoimune experimental (EAE);
- Aumento do infiltrado inflamatorio no SNC caracteristico da EAE, como céls Thl,
Th1l7 e macréfagos;
- Ativacdo imune-inflamatéria das células da glia durante a EAE, como aumento da
expressao de MHC Il pela microglia e GFAP por astrécitos;
- Aumento da frequéncia de APCs ativadas e da producéo de IL-17 e IL-6 no baco

de animais imunizados para EAE.

7.2 CONCLUSAO GERAL

Tomados em seu conjunto, os resultados da presente tese indicam que a
ativacdo imune materna provocada pela administragédo de LPS ao final da gestacéo

causou, na prole adulta, alteracdes imunes periféricas condizentes com o aumento
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da imunidade mediada por células. No SNC, a ativagdo imune materna potencializou
a resposta neuroinflamatoria das células residentes (glia) em cultura primaria.

Sugere-se que essas alteracdes imunes observadas na periferia e no SNC da
prole tenham causado uma piora na severidade dos sintomas da encefalomielite
autoimune experimental, fato este que correlacionou-se positivamente com aumento
global de células infiltrantes no SNC e concomitante gliose. Dessa forma, podemos
concluir que condic¢fes inflamatorias durante a gestacéo, particularmente no final da
gestacdo, predispdem o feto a disturbios autoimunes e neurodegenerativos na vida
adulta.
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1. Introduction

ABSTRACT

Exposure to elevated levels of maternal cytokines can lead to functional abnormalities of the dopamin-
ergic system in the adult offspring, including enhanced amphetamine (AMPH)-induced locomotion.
Therefore, it seems reasonable to consider that offspring of challenged mothers would behave differ-
ently in models of addictive behavior, such as behavioral sensitization. Thus, we sought to evaluate the
effects of prenatal exposure to lipopolysaccharide (LPS) on the locomotor response to acute and chronic
AMPH treatment in male mice offspring. For this purpose, LPS (Escherichia coli 0127:B8; 120 pg/kg)
was administered intraperitoneally to pregnant Swiss mice on gestational day 17. At adulthood, male
offspring were studied under one of the following conditions: (1) locomotor response to acute AMPH
treatment (2.5 or 5.0 mg/kg) in an open field test; (2) behavioral sensitization paradigm, which consists
of a daily injection of AMPH (1.0 mg/kg) for 10 days and observation of locomotion in the open field on
days 1, 5, 10 (development phase), 15 and 17 (expression phase). The LPS stimulated offspring showed
enhancement of the locomotor-stimulant effect after an acute AMPH challenge in comparison to baseline
and saline pre-treated mice. They also showed development of behavioral sensitization earlier than the
saline pre-treated group, although no changes between saline and LPS pre-treated groups were observed
on development or expression of locomotor behavioral sensitization to AMPH. Furthermore, there was
up-regulation of D1 receptor protein level within striatum in the LPS-stimulated offspring which was
strongly correlated with increased grooming behavior. Taken together, our results indicate that motor and
dopaminergic alterations caused by maternal immune activation are restricted to the acute AMPH chal-
lenge, mostly due to up-regulation of the D1 receptor within the mesolimbic and nigrostriatal pathways,
but no locomotor differences were observed for behavioral sensitization to AMPH.

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

recognized by toll-like receptor (TLR) 2 and TLR4, whereas Polyl:C
is recognized primarily by TLR3 [5,6]. Upon binding to TLRs, LPS

The occurrence of maternal infection during pregnancy is con-
sidered an environmental risk factor that can lead to emergence
of many neuropsychiatric disorders in later life, including autism
[1] and schizophrenia [2]. It is worth noting that many studies
have attempted to mimic the long-term consequences of mater-
nal immune activation (MIA) during pregnancy on the subsequent
brain development of the offspring. These models include exposure
to lipopolysaccharide (LPS) and polyriboinosinic-polyribocytidylic
acid (Polyl:C), which mimic gram-negative bacterial infection and
viral infection, respectively [for recent reviews, see 3, 4]. LPS is
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and Polyl:C both stimulate the production and release of many
pro-inflammatory cytokines by immune cells, including interleukin
(IL)-1, IL-6, and tumor necrosis factor (TNF)-a [7,8]. Additionally,
Polyl:C is a potent inducer of type I interferon (IFN)-a and IFN-{3
[5,9]. It is now widely accepted that elevated levels of maternal
pro-inflammatory cytokines during specific stages of fetal brain
development could lead to abnormalities in the adult offspring’s
central neurotransmission and behavior.

In this sense, maternal immune activation during pregnancy can
lead to functional abnormalities in the adult offspring’s dopamin-
ergic system, including altered expression of tyrosine hydroxylase
(TH) in the dorsal and ventral striatum [10,11] and the dopamine
(DA) receptors in the prefrontal cortex [11,12]. Disruption of
normal dopaminergic development may thus represent a mech-
anism by which maternal immune challenge during pregnancy
can lead to brain and behavioral pathological changes in the off-
spring. Additionally, behavioral alterations in the offspring exposed
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to inflammatory stimuli include impaired social behavior [13],
reduced motor activity after an immune challenge [14], impaired
sensorimotor gating [12], and enhanced amphetamine (AMPH)-
induced locomotor response [7,11,12,15].

The locomotor response to acute AMPH treatment is routinely
used as a behavioral indicator of mesolimbic DA pathway activity
[16,17]. Moreover, enhanced susceptibility to dopaminergic stim-
ulation by acute AMPH treatment has been associated with the
positive symptoms of schizophrenia [18-20]. Therefore, in light of
the fact that sensitization of the DA pathways has been related to
schizophrenia symptoms [21], it seems reasonable to consider that
offspring exposed to pro-inflammatory stimuli during pregnancy
would behave differently in models of addictive behavior, such as
behavioral sensitization.

Behavioral sensitization consists of the ability of addictive drugs
to increase drug-elicited behavioral responses (locomotion) pro-
gressively after repeated exposure in laboratory animals [22]. This
has been demonstrated for different drugs of abuse, such as cocaine
[23], AMPH [24], ethanol [25], morphine [26] and nicotine [27].
Sensitization to drug-induced hyperlocomotion is a powerful tool
for the study of drug reinforcement properties and drug-seeking
behavior, which promote understanding of the mechanisms of plas-
ticity in the dopaminergic mesolimbic pathway, which is crucial to
the establishment of drug addiction and cravings [28-30].

Based on this background, we sought to determine the dif-
ferential outcomes of maternal immune activation induced by
LPS injection on locomotor response to acute and chronic AMPH
treatment (i.e., behavioral sensitization) in male mice offspring.
Furthermore, the participation of the D1 dopaminergic receptor
was also evaluated.

2. Methods
2.1. Animals

Pregnant Swiss mice from our own colony, weighing 45-60 g each, were used
(gestational day (GD) 0: presence of vaginal plug). Dams were individually housed
in standard polypropylene cages at a room with controlled temperature (22 +2°C),
humidity (65-70%), and artificial lighting (12 h light/12h dark cycle, lights on at
6:00am), and the mice were given free access to Nuvilab® rodent chow (Nuvital
company, Sdo Paulo, Brazil) and filtered water. Sterilized and residue-free wood
shavings were used as animal bedding. The animals used in this study were main-
tained in accordance with the guidelines of the Committee on Care and Use of
Laboratory Animal Resources of the School of Veterinary Medicine, University of
Sdo Paulo, Brazil (protocol # 1683/2009, FMVZ-USP).

2.2. Drugs

LPS derived from Escherichia coli serotype 0127:B8 (Sigma, USA) was freshly
dissolved in 0.9% sterile saline and was administered intraperitoneally (i.p.) to preg-
nant mice at a dose of 120 pg/kg (approximately 4 pg/animal) on GD 17. This dose
and gestational period was chosen based on previous studies in which maternal
inflammation was achieved without inducing preterm delivery or influencing the
offspring’s growth and sensory-motor reflex development [31-33].

Amphetamine sulfate (Sigma, USA) was freshly dissolved in 0.9% sterile saline
and was administered i.p. at doses of 1.0, 2.5 or 5.0 mg/kg. The doses used and time-
lag were chosen according to previous studies in which differences between prenatal
treatments were reported following higher AMPH doses [12,15], whereas behavioral
sensitization is achieved after repeated exposure to lower AMPH doses [34].

2.3. Open field test

The open field device consisted of a round wooden arena (40 cm in diameter,
25.5 cm high walls) painted black with an acrylic washable covering. For the obser-
vations, each mouse was individually placed in the center of the apparatus, and the
total locomotor activity (distance traveled in centimeters) and mean velocity were
automatically measured over a period of 10 min. A video camera mounted 100 cm
above the arena was used to collect the data, which were analyzed with the Etho-
vision 2.3 software (Noldus Information Technology, Leesburg, VA) installed on an
IBM-compatible computer placed in an adjacent room. The time spent in grooming
behavior was manually scored by an experimenter unaware of the pharmacological
treatments. The device was washed with a 5% alcohol/water solution before place-
ment of the animals to eliminate possible biasing effects from odor clues left by the

previous subject. Control and experimental mice were intermixed for observations
that were performed from 08:00 am to 12:00 pm.

2.4. Determination of DIR protein expression

The frontal cortex and striatum from mice were lysed in 1.5-ml Eppendorf tubes
by sonication in the presence of an ice-cold buffer containing 120 mM Tris-HCl
(pH 6.8), 10% sodium dodecyl sulfate (SDS), 20% glycerol, 1 mM dithio-DL-threitol
(DTT), 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), and a protease inhibitor cock-
tail (Sigma). Extracts were centrifuged at 13,000 x g for 13 min at 4°C, and the
supernatants were collected and stored at —80°C. Proteins were quantified by
the Bradford method (Bio-Rad protein essay), and 50 g of total protein was elec-
trophoresed on a 13% SDS-polyacrylamide gel (Bio-Rad system). The proteins were
transferred to a nitrocellulose membrane (Invitrogen) using an iBlot gel transfer
system (Invitrogen). The membrane was blocked for 1h in 5% nonfat dry milk and
1% Tween-20 in Tris-buffered saline (pH 8.0). Subsequently, each membrane was
probed overnight at 4 °C with monoclonal antibodies against D1R (1:500; Chemicon,
USA) or -actin (1:1000; Sigma), followed by several washes in TBS-T. The mem-
branes were then incubated with an anti-mouse secondary antibody conjugated to
horseradish peroxidase (1:1000) for 120 min and visualized by chemiluminescence
(ECL; Amersham, USA). The bands were quantified using the software Image].

2.5. Experimental procedure

2.5.1. Experiment 1: locomotor response to acute AMPH challenge

During adulthood (postnatal day 70-90), saline or LPS-treated mice offspring
(n=9/group) were subjected to an injection of saline prior to an open field test to
define the baseline locomotion. Immediately after that test, all mice received a single
administration of AMPH (2.5 or 5.0 mg/kg) and were subjected to open field test
25 min later (AMPH induced locomotion). To prevent possible cumulative effects of
the drug and habituation of the open field arena, the same subject received only one
dose of AMPH.

2.5.2. Experiment 2: behavioral sensitization to repeated AMPH treatment

2.5.2.1. Development phase. During adulthood, saline or LPS-treated mice offspring
were initially placed in the open field for 5min without drug administration to
evaluate their baseline locomotor response in a novel environment (novelty test).
To prevent the influence of reactivity to novelty in treatment outcomes, we equated
the different treatment groups according to their baseline locomotor activity. A
t-test confirmed that there were no differences in baseline activity between treat-
ment groups. Five days after the novelty test, mice of each prenatal treatment group
received vehicle (n="7/group) or 1.0 mg/kg of AMPH (n=13/group) for 10 days. On
days 1,5 and 10, 10 min after vehicle or AMPH administration, the mice were tested
for 10 min in the open field arena.

2.5.2.2. Expression phase. After a 5 day withdrawal period, all mice received a saline
and an AMPH (1.0 mg/kg) challenge on days 15 and 17, respectively. Ten min after
administration, locomotor activity was recorded for 10 min. Immediately after the
AMPH challenge test (day 17), the animals were decapitated in an adjacent room,
and their brains were collected. The cortex and striatum were dissected and stored
at —80°C until analysis of D1 receptor expression.

2.6. Statistical analysis

Values are expressed as the mean =+ SEM. For analysis of the acute locomotor
response and the locomotion during the expression phase, a two-way analysis of
variance (ANOVA) was performed, followed by a Bonferroni post hoc test. For the
locomotion during the development phase, a repeated measures ANOVA followed
by a Bonferroni test was performed. For protein levels, a one-way ANOVA followed
by Dunnett’s test was performed. Pearson’s correlation coefficient was calculated to
compare D1R protein levels in the striatum with time spent in grooming behavior
during the AMPH challenge. The results were analyzed with the GraphPad Prism 5.0
software, and the level of statistical significance was set at p <0.05.

3. Results
3.1. Experiment 1: locomotor response to acute AMPH challenge

3.1.1. Total locomotion

A two-way ANOVA revealed an effect of prenatal treat-
ment [F11)=8.3; p=0.01] and AMPH challenge [F(3,,)=96.455;
p=0.001] on the distance traveled in centimeters. Bonferroni post
hoc analyses indicated that the 2.5 mg/kg dose of AMPH increased
locomotion in the offspring of LPS-treated dams compared to the
baseline locomotion (p <0.01) and the saline group (p <0.01). After
a 5.0 mg/kg dose, AMPH increased locomotion in the saline group
in comparison with baseline (p<0.01) and AMPH-treated mice
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Fig. 1. Locomotor response after acute administration of amphetamine (AMPH 2.5
or 5.0mg/kg) in the offspring of mice treated with saline or LPS on GD 17. Mean
values (+SEM) of the total distance traveled (Panel A) and mean velocity (Panel B).
aDifferent from baseline of the Sal group, Pdifferent from baseline of the LPS group,
cdifferent from the Sal group treated with AMPH 2.5, ddifferent from the LPS group
treated with AMPH 2.5, ¢different from the Sal group treated with AMPH 5.0.

(2.5mg/kg, p<0.01). In addition, the LPS pre-treated group pre-
sented an increase of the stimulant effect induced by the 5.0 mg/kg
dose compared to the baseline (p <0.01) and the 2.5 mg/kg AMPH
(p <0.05) and the saline pre-treated groups (p < 0.05), as shown in
Fig. 1A.

3.1.2. Mean velocity

An ANOVA test showed that changes in the mean velocity
were observed for both prenatal treatment [F; 11)=6.8; p=0.05]
and AMPH challenge [F,,)=89.2; p=0.001]. The post hoc test
indicated that the 2.5 mg/kg dose of AMPH increased the mean
velocity of the offspring of LPS-treated dams compared to the base-
line locomotion (p <0.01) and the saline group (p <0.01). After a
5.0 mg/kg dose, AMPH increased velocity in the saline group in
comparison with the baseline (p <0.01) and AMPH-treated mice
(2.5mg/kg, p<0.01). In addition, the LPS pre-treated group pre-
sented an increase in the stimulant effect induced by the 5.0 mg/kg
dose compared to the baseline (p <0.01) and the 2.5 mg/kg AMPH
(p <0.05) and the saline pre-treated groups (p < 0.05), as shown in
Fig. 1B.

3.2. Experiment 2: behavioral sensitization to chronic AMPH
treatment

3.2.1. Development phase

A repeated measures ANOVA revealed an effect of the groups
[F327)=6.1; p=0.01] and a group x time interaction [Fg54)=2.7;
p=0.02] on the total locomotion during the development phase of
behavioral sensitization, as illustrated in Fig. 2. The post hoc test
indicated that the Sal-AMPH group presented an increase in loco-
motion on day 10 compared to day 1 (p <0.05) and to the Sal-Sal
group (p <0.05).On the other hand, the groups pre-treated with LPS
showed increased locomotion in response to daily AMPH adminis-
tration earlier, on day 5, in relation to the LPS-Sal group (day 5,
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Fig. 2. Development phase of behavioral sensitization shows a progressive increase
in locomotor response after repeated administration of amphetamine (AMPH
1.0 mg/kg) in the offspring of mice treated with saline or LPS on GD 17. Mean values
(£SEM) of the total distance traveled during tests on day 1, 5 and 10. *LPS-AMPH vs.
LPS-Sal on day 5, **different from days 1 and 5 and from the vehicle group on day
10.

p <0.05). On day 10, the LPS-AMPH group presented a locomo-
tion pattern significantly different from that observed on day 1
(p<0.01) and in the LPS-Sal group (p < 0.05).

3.2.2. Expression phase

The total locomotion analysis in the open-field after the saline
challenge presented a significant treatment effect [F 59)=12.8;
p=0.001], as indicated by a two-way ANOVA (Fig. 3A). For both
prenatal treatments, mice that received daily AMPH injections
showed increased locomotion after the withdrawal period com-
pared to the respective saline group (p <0.05). The total time in
grooming behavior after the saline challenge presented a significant
pre-treatment [F¢; 57y=4.99; p=0.03] and treatment [F(; 7)=6.30;
p=0.01] effects, as indicated by a two-way ANOVA (Fig. 3C). The
grooming was marked increased in the LPS-saline group (p<0.01)
based on Bonferroni post hoc test.

Regarding the locomotor response to AMPH challenge, a two-
way ANOVA revealed a significant treatment effect [Fi; 59y=13.8;
p=0.001]. As indicated by a post hoc test, locomotion of the AMPH-
sensitized mice was significantly enhanced by the AMPH challenge
for both prenatal treatments (saline, p <0.05; and LPS, p <0.01;
Fig. 3B). The total time in grooming behavior after the AMPH chal-
lenge presented a significant pre-treatment [F(; 55y =6.58; p=0.01]
and interaction [F(q 57)=5.84; p =0.02] effects, as indicated by a two-
way ANOVA (Fig. 3D). The grooming was marked increased in the
LPS-saline group (p <0.05) based on Bonferroni post hoc test.

3.2.3. D1 receptor protein level

All of the protein expression analyses were performed by nor-
malizing the densitometric values for each experiment to those
obtained from the Sal-Sal group (control) from each brain region,
which were defined as an optical density of 100%. The other mea-
surements were expressed as percentages of the Sal-Sal group, with
positive percentages indicating D1R up-regulation and negative
percentages indicating down-regulation.

No statistical differences were found in the optical density of
bands from the frontal cortical tissue among the different exper-
imental groups (p>0.05). In the striatum, however, D1R protein
level showed significant variations among groups [F3g)=5.86;
p<0.05], as depicted in Fig. 4A. The D1 receptor protein level was
increased in the LPS-saline group (p < 0.05) based on Dunnett’s post
hoc test. Moreover, D1R protein level in the striatum correlated
strongly with the time spent in grooming behavior during AMPH
challenge (r=0.98, p<0.01; Fig. 4B).
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Fig. 3. Expression of behavioral sensitization to amphetamine (AMPH) after a 5 day withdrawal period in the offspring of mice treated with saline or LPS on GD 17. Mean
values (+SEM) of the total distance traveled and the time spent in grooming behavior after saline challenge (Panels A and C) and AMPH (1.0 mg/kg) challenge (Panels B and
D) on days 15 and 17, respectively. ?Different from the Sal group treated chronically with saline, ¢different from the LPS group treated chronically with saline.
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Fig.4. Expression of the D1 dopaminergic receptor in the frontal cortex and striatum
of offspring of mothers treated with saline or LPS on GD 17. D1 protein expression in
the striatum is up-regulated in animals receiving LPS during pregnancy and saline
during the development phase, whereas no differences were found in the frontal
cortex (Panel A). The protein levels of D1R in the striatum correlate closely with
the increase of grooming behavior on the AMPH challenge (Panel B). The values are
expressed as mean + SEM. 'Different from the Sal-Sal group.

4. Discussion

In the present study, we report that exposure to LPS during late
gestation affects the developing brain dopaminergic system in a
specific manner. On one hand, the locomotor response induced
by a stimulant dose of AMPH is enhanced in the offspring of LPS-
treated dams. On the other hand, the emergence of dopaminergic
and behavioral disturbances provoked by maternal immune acti-
vation were not observed in the behavioral sensitization paradigm,
which is a model of addictive behavior. In this sense, the current
data indicate that disturbances in the maternal cytokine balance
during specific stages of fetal development modulate the dopamin-
ergic and behavioral outcomes in the adult offspring.

Emerging literature from epidemiologic, clinical, and preclini-
cal investigations has brought attention to the association between
maternal infection and the emergence of psychiatric disorders.
For example, the occurrence of infections during pregnancy with
Influenza, Toxoplasma gondii, Rubella and Herpes Simplex Virus
Type 2 is believed to increase the risk of schizophrenia in chil-
dren [for review, see 35]. Although the mechanisms underlying
this epidemiological relationship remain unclear, the maternal
cytokine-associated inflammatory response to infection is consid-
ered a crucial link, as the identity of the pathogen seems irrelevant.
Given the complexity of schizophrenia, an approach to the develop-
ment of relevant animal models relies on focusing on specific signs
or symptoms associated with schizophrenia, rather than mimick-
ing the entire syndrome. In such cases, specific observations that
have been identified in schizophrenic patients provide a focus of
study in experimental animals.

It is worth noting that many studies using animal models have
attempted to correlate the emergence of dopaminergic distur-
bances induced by maternal immune activation to symptoms of
schizophrenia, such as impaired sensorimotor gating [12,36,37],
deficits in social interaction [13] and working memory [38], and
enhanced behavioral sensitivity to acute treatment with the indi-
rect DA receptor agonist AMPH and the NMDA-receptor antagonist
MK-801 [11,12].

In this sense, our results are in agreement with previ-
ously published studies demonstrating that prenatal exposure
to pro-inflammatory cytokines enhances the offspring’s locomo-
tor response to acute AMPH treatment, an indicator of increased
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dopaminergic neurotransmission in the mesolimbic pathway
[11,12]. In fact, it has been demonstrated that this outcome could
be prevented by early antipsychotic treatment, which is a well-
established treatment for schizophrenic patients [39].

Nevertheless, it is worth noting that the majority of studies
have focused on Polyl:C exposure on GD 9 to evaluate this specific
outcome. In this sense, the main feature of our study is that the
stimulating effect is elicited even when the immune insult is LPS
and applied on GD 17, demonstrating that the emergence of altered
DA transmission is evidently independent of the gestation window
of immune activation. In addition, early/middle pregnancy (GD 9)
and late pregnancy (GD 17) in the mouse roughly correspond to
the middle/end of the first trimester and to the middle of the sec-
ond trimester of human pregnancy, respectively, with respect to
developmental biology and the percentage of the gestational time
in mice and humans.

The acute psychopharmacological actions of AMPH have been
relatively well characterized. In particular, the ability to produce
psychomotor activation and reward are thought to be primarily
due to their capability to increase DA neurotransmission through
the stimulation of DA release by presynaptic vesicles. The acute
administration of psychostimulants, such as AMPH, elicits a typ-
ical dose-effect curve in rodents: whereas low doses stimulate
locomotor and exploratory behavior, higher doses produce com-
pulsive and stereotyped behaviors (such as licking and gnawing),
with no increase or even a reduction in locomotion and explo-
ration. The locomotor stimulation has been classically attributed
to the psychostimulant-induced DA release in the ventral striatum,
whereas compulsive and highly stereotyped behavior is related
to DA release within the dorsal striatum [40]. Nevertheless, it
is important to stress that the enhancement of the locomotor
stimulant effect of AMPH only took place in mice treated with
the highest dose (5.0 mg/kg), as the lowest dose (2.5 mg/kg) did
not show the stimulant effect in saline-treated offspring in our
experimental conditions. This discrepancy with the results of pre-
vious studies may be due to differences in the strain of mice
used herein, which can account for distinct resistance to DA
stimulation.

In light of the fact that maternal immune activation promotes
enhanced acute AMPH-induced DA release within the mesolimbic
pathway and consequentially increased locomotion, we questioned
whether this enhancing property would be evident in a paradigm
of repeated exposure, such as behavioral sensitization. In this
sense, low doses of psychostimulants evoke or exacerbate psy-
chotic symptoms among schizophrenic patients [41], and drugs
used to treat both idiopathic and psychostimulant-induced psy-
chosis act primarily as DA receptor antagonists [42]. In light of these
shared characteristics, investigators have suggested that sensiti-
zation to psychostimulants may also be a useful animal model of
schizophrenia [43].

As reviewed by Vanderschuren and Kalivas [44], behavioral sen-
sitization to psychostimulants has two distinct stages according to
drug-elicited behavior and neuroadaptations within dopaminer-
gic pathways. Notably, the development phase is characterized by
a progressive and persistent increase in locomotor activity after
repeated drug administration and is correlated with an increased
firing rate in the ventral tegmental area (VTA), and synaptic DA
concentration in the nucleus accumbens is then increased. As a
consequence, after a withdrawal period, increases in the expres-
sion and activity of the DA transporter and vesicular monoamine
transporter may contribute to the enhanced release of DA dur-
ing the expression phase (drug re-exposure). In response to DA
overflow through the synapse, up-regulation of postsynaptic D1
receptors within the ventral striatum is also reported. In summary,
the VTA plays an important role in the development of behavioral
sensitization, while the NAcc is mainly related to its expression.

Although much of the research regarding sensitization to
psychostimulants is focused on mesolimbic dopaminergic trans-
mission, the emerging role of the mesocortical DA system,
particularly in the medial prefrontal cortex, has gained particular
attention [45]. Yet, it has been shown that a challenge with drug-
inducing sensitization yields a marked increase in the DA levels
within the dorsal and ventral striatum than in animals receiving
the drug for the first time [46,47] or in animals exposed to the same
drug but in a different environment [48-50].

In this sense, although mice treated with a repeated low dose
of AMPH injection presented progressively increased locomotion
during the development phase, both prenatal treatments produced
similar motor stimulation in our experimental conditions, indicat-
ing that maternal treatment with LPS did not affect the offspring’s
drug-induced locomotion in the behavioral sensitization paradigm.
Nevertheless, our results indicate that LPS-treated mice elicits
behavioral sensitization earlier than the Sal group. Additionally,
the expression of behavioral sensitization after drug re-exposure
(AMPH challenge) was evident in AMPH-sensitized mice regard-
less of prenatal treatment, demonstrating that prenatal exposure
to LPS did not intensify the expression of the offspring’s behavioral
sensitization.

Despite the fact that acute motor stimulation is enhanced in the
offspring exposed to inflammatory stimuli, which is suggestive of
increased dopaminergic transmission within the mesolimbic path-
way, it seems intriguing that this susceptibility did not occur in
the behavioral sensitization paradigm. However, it is essential to
remember that the neuroadaptation inherent to behavioral sensi-
tization is a much more complex process and involves extensive
changes in expression of DA-related genes and proteins, such as
the DA receptors and DA transporter.

This result contrasts with previous findings in which early-life
factors are directly involved in the propensity of adult drug addic-
tion. On one hand, insults during specific developmental stages
(i.e., the perinatal period), such as stress [51], cocaine [52] and lead
[53] exposure, high fat diet [54], and local inflammation [55], are
known to alter the development of behavioral sensitization to psy-
chostimulants. On the other hand, the exact mechanism by which
this alteration arises is still unknown. These two main hypotheses
have been proposed to identify factors involved on dopaminergic
modulation in response to maternal immune activation, maternal
hypoferremia and fetal hypoxia [55-57].

Furthermore, our results pointed to the occurrence of contex-
tual conditioned behavior during saline challenge, regardless of
prenatal treatment. Notably, animals who received chronic AMPH
injection throughout the 10 days of the development phase exhib-
ited increased locomotion even when they received saline after
the withdrawal period, showing that the pairing drug x open field
was sufficient to increase a drug-elicited behavior even in a drug-
free condition. Because a distinct context is repetitively paired
with the drug, it is often believed that contextual sensitized effects
are modulated by Pavlovian conditioning processes [58,59]. To
that end, the set of contextual cues acquires the ability to pro-
duce conditioned drug-like effects (i.e., enhanced dopaminergic
transmission and consequently increased locomotion), which add
progressively onto the continuous pharmacological action of the
drug as a consequence of repeated administration during the devel-
opment phase. This phenomenon has been described for many
drugs that have specific patterned behavioral effects, including
AMPH, apomorphine, cocaine, methamphetamine, morphine, and
ethanol [58,60-62].

Regarding the D1 receptor, immunoblotting of the striatum
revealed an up-regulation of the D1 receptor protein levels in the
offspring exposed to LPS during pregnancy (LPS-Sal), which in turn
was down-regulated by AMPH-induced behavioral sensitization
(LPS-AMPH). Curiously, despite the absence of D1 up-regulation
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in AMPH-sensitized mice, which was an expected finding based on
previous molecular studies, our data from experiment 2 corrobo-
rate our behavioral results from experiment 1. In this sense, the
LPS-exposed offspring seems much more prone to up-regulation
of dopaminergic receptors and consequently to stimulant effects
of acute AMPH administration mostly due to up-regulation of
the D1 receptor within the mesolimbic pathway. Moreover, the
immunoblotting revealed three bands, representing the different
isoforms of D1R detected in all groups. The different isoforms
may correspond to the different levels of post translational mod-
ifications of D1 such as glycosylation, palmitoylation and/or
phosphorylation. Indeed, these post translational processes are
involving in the anchoring of the D1R at the plasma membrane
[63]. As we have shown in the western blotting, the total amount
of DIR protein are increased in the striatum of the LPS saline
group, but decreased after repeated AMPH treatment. However,
it seems that the two highest band corresponding to the partially
and fully glycosylate forms of D1R are more evident in the striatum
of LPS saline group than in the saline-treated group, meaning that
there is more D1R at the plasma membrane in the LPS-Sal group.
Notwithstanding, the necessity for an autoradiographic study to
determine the binding between DA and its receptors, as well
as immunolocalization of these receptors, is currently acknowl-
edged.

In addition, grooming behavior during the expression phase
was found dramatically increased in the LPS-exposed offspring
which were not submitted to chronic AMPH treatment, indicat-
ing a marked correlation between D1R expression and stereotyped
behavior. Curiously, both the DI1R receptor expression and
grooming behavior were prevented by previous chronic AMPH
administration in the LPS-AMPH group, probably due to activa-
tion of negative feedback of dopaminergic receptors provoked by
continuous AMPH-induced DA release. In this way, a hyper sensi-
bility of the post synaptic neurons of the striatum may enhance the
grooming response via the thalamo-cortico-thalamic pathway.

It was already shown that acute LPS administration can dra-
matically decrease DA turnover within the first hours [64].
Nevertheless, the present study provides additional evidence that
DA function can be programmed by immune activation dur-
ing the perinatal period as well, particularly during gestation,
and has a relevant impact upon developmental neuropsychi-
atric research since its consequences lasts until adulthood
and correlates with psychotic-like behaviors, such as enhanced
susceptibility to psychostimulants and increased stereotyped
behavior.

In conclusion, our findings indicate that maternal immune acti-
vation in late gestation enhances the locomotor response to acute
AMPH challenge and increases grooming behavior in adult male
mice offspring. However, neither development nor expression of
locomotor sensitization to AMPH was affected by prenatal treat-
ment with LPS. Additionally, up-regulation of the D1 receptor in
the striatum was found in offspring of mothers exposed to LPS,
which was significantly correlated with stereotyped behavior. Our
results indicate that maternal immune activation elicits distinct
outcomes upon development of dopaminergic pathways, as loco-
motor responses were increased in response to acute challenge but
not to chronic treatment with AMPH.
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Abstract

Early life experiences are homeostatic determinants for adult organisms. We
evaluated the impact of prenatal immune activation during late gestation on neuro-immune-
endocrine function of adult offspring, and its interaction with acute stress. Pregnant mice
received saline or lipopolysaccharide (LPS) on gestational day 17. Adult male offspring
were assigned to control or restraint stress condition. We analyzed plasmatic corticosterone
and catecholamines levels, neurotransmitter content on hypothalamus, striatum and frontal
cortex, and sleep-wake cycle after acute restraint stress. Offspring from LPS-treated dams
have increased baseline norepinephrine levels and potentiated corticosterone secretion
after acute stressor, with no effect on hypothalamic neurotransmitter content or sleep
response. The offspring of challenged dams showed impairment in the stress-induced
serotonergic and dopaminergic alterations in striatum and frontal cortex. The data
demonstrate a distinction between the plasmatic levels of corticosterone in response to
acute stress and hypothalamic neurotransmitter content and sleep pattern. We provide new
evidence into the influence of immune activation during late gestation on the

neuroendocrine homeostasis of offspring.

Key words: Prenatal LPS; HPA axis; sympathoadrenal system; corticosterone; norepinephrine;

neurotransmission; sleep pattern
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1. Introduction

The occurrence of maternal infection during pregnancy is considered an
environmental risk factor for the emergence of many neurochemical disorders in later life,
including dopaminergic disturbances and increased incidence of autism and schizophrenia
[1-3]. Our lab has recently shown that prenatal immune stimulation with lipopolysaccharide
(LPS) has significant impacts on behavior and neurochemistry in later life. For instance,
impairment of playing behavior (in infants) and social interactions (in adults) when an
immune insult is applied during early/mid gestation [4] and enhancement of amphetamine-
induced locomotor stimulation and stereotyped behavior when an insult is applied during
late gestation [5] have been observed.

In addition, the offspring of challenged dams are often reported to have disrupted
dopaminergic and serotonergic transmission, as indicated by differences in
neurotransmitter content and synthesis [6,7], expression of receptors and behavioral
impairments [1,5,8]. However, it is important to stress that it is not only brain functions that
are influenced by maternal immune responses but also the homeostasis of the endocrine
system. It has already been shown that activation of the maternal immune system during
mid-gestation elicits increased levels of the stress hormones ACTH and corticosterone in
the offspring under baseline conditions, although no differences were found after novelty
stress [9].

Based on previous findings, we can infer that elevated levels of cytokines play a
major role during the development of different critical systems in the fetus, such as the
hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis and the sympathoadrenal system. However, this
hypothesis remains unexplored with regard to an immune challenge occurring during late

gestation, a phase in which organogenesis is complete and the changes that arise from
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immune activation are restricted. Thus, the aim of the present study was to provide a
comprehensive investigation of the impact of prenatal immune activation by LPS during late
gestation on neuro-immune-endocrine function in adult offspring, as well as the interaction
of such activation with acute stress in adulthood. Specifically, plasmatic corticosterone and

catecholamines, neurotransmitter content and sleep-wake cycle were analyzed.
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Methods
Animals

Pregnant albino Swiss mice from our own colony, weighing 45-60 g each, were used
(gestational day [GD] O: presence of vaginal plug). Dams were housed in pairs in standard
polypropylene cages at a controlled room temperature (22+2 -C) and humidity level (65—
70%), with artificial lighting (12 h light/12 h dark cycle), and with free access to Nuvilab®
rodent chow (Nuvital company, S&o Paulo, Brazil) and filtered water. Sterilized and residue-
free wood shavings were used as animal bedding. The animals used in this study were
maintained in accordance with the guidelines of the Committee on Care and Use of
Laboratory Animal Resources of the School of Veterinary Medicine, University of Sdo Paulo

(protocol # 1683/2009, FMVZ-USP).

Drugs

LPS derived from Escherichia coli serotype 0127:B8 (Sigma, St. Louis, MO, USA)
was freshly dissolved in 0.9% sterile saline and was administered intraperitoneally (i.p.) to
pregnant mice at a dose of 120 ug/kg on GD 17 (~ 4 pg/animal). The dose and gestational
period were chosen based on previous studies in which maternal inflammation is achieved
without inducing preterm delivery or influencing offspring growth or sensory-motor reflex
development [5,10-12].

These dams were allowed to give birth and nurture their offspring normally and an
average of 12 litters per treatment was used to obtain the male offspring. No cross-fostering
was performed, since cross-fostering, per se, alters the behavioral and corticosterone

responses to LPS [13]
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Restraint stress

The acute stressor used was restraint stress (10 x 3 cm ventilated Plexiglas tubes)
for 2 hours. A preliminary temporal study performed in our laboratory showed that acute
restraint stress causes an immediate, marked increase in plasma corticosterone levels,
which return to baseline levels within a few hours, characterizing an appropriate model of
acute stress. All the stress procedures were performed between 8:00-10:00 AM to prevent

any circadian variability.

Experimental procedure
Experiment 1: Collection of blood from the submandibular vein and Corticosterone assay

On the day of the experiment, blood from the submandibular vein under baseline
condition was collected from adult male offspring (90 days old) from both prenatal treatment
groups (N=7/group). Afterwards, all mice were placed in the restraint apparatus for 2 hours.
Immediately after the end of the procedure, mice were again subjected to the collection of
blood from the submandibular vein under an acute stress condition. Aliquots of blood were
placed in vacuum tubes containing liquid EDTA and were centrifuged at 4°C at 1500 g for
15 minutes. Plasma was frozen at -80°C until analysis.

Plasma corticosterone levels were assayed by a commercial double-antibody
radioimmunoassay method specifically designed and validated for rats and mice (MP
Biomedicals, USA). The sensitivity of the assay was 0.25 ng/ml. Plasmatic norepinephrine
and epinephrine levels were assayed by ELISA (LDN Diagnostika, Germany), according to

the manufacturer's instructions.
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Experiment 2: Brain collection and monoamine assays

On the day of the experiment, adult male offspring (90 days old; N=10/group) were
submitted or not to acute restraint stress as described above, and immediately after the
procedure, they were decapitated in an adjacent room, and their brains were dissected.
These procedures were performed twice analyzing half of sample size each time. The
isolation and collection of brain samples were performed using traditional manual micro-
dissection methods, using information from Paxinos and Franklin [14] for guidance. In
addition, all isolated tissues were weighed, ensuring homogeneity. By adopting these
procedures, we believe we have reached a high control standard without the contamination
of other brain areas. The frontal cortex, hypothalamus, and striatum were dissected and
stored at -80°C until analysis.

The brain regions samples from the male offspring were individually homogenized by
sonication in 500 uL of extraction solution (0.1 M perchloric acid containing 0.4 mM sodium
metabisulfite and 0.2 mM EDTA). The homogenates were centrifuged at 20000 g for 10
minutes, filtered through a 0.22 ym membrane and stored at -80°C until analysis.
Precipitates were dissolved in 0.1N NaOH and the protein levels were assessed
(Bicinchoninic acid method, Pierce Chemical, USA).

Supernatants were subjected to fast isocratic separation through a C18 High
performance liquid chromatography (HPLC) reverse-phase column system (Spheri-5, C18,
ODS, 5 ym, 25 cm x 4.6 mm column; linked to a NewGuard Cartridge Column, RP-18, 7
pm pre-column; PerkinElmer Brownlee Columns, USA) and were electrochemically
detected using an amperometric detector (L-ECD-6A, Shimadzu, Japan) by oxidation on a
glass carbon electrode at +850 mV relative to an Ag-AgCl reference electrode. The mobile
phase consisted of the following components diluted in double-distilled water: 0.163 M citric

acid, 0.06 M sodium phosphate (dibasic anhydrous), 0.69 mM octyl sodium sulfate, 12 mM
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EDTA, 4% acetonitrile, 1.7% tetrahydrofuran, and sufficient orthophosphoric acid to bring
the pH to 2.85. The mobile phase was filtered through a 0.2-um membrane, degassed
under vacuum, and delivered at a flow rate of 1.24 ml/minutes. Each sample was analyzed
in duplicate for concentrations of norepinephrine (NE), dopamine (DA), serotonin (5-HT),
and their non-conjugated metabolites, such as 3,4-dihydroxyphenilacetic acid (DOPAC),
homovanilic acid (HVA), and 5-hydroxyindoleacetic acid (5-HIAA). Analyte recovery was
determined by adding a fixed concentration of dihydroxybenzylamine (DHBA) as an internal
standard prior to tissue homogenization [15]. All standards and salts were purchased from
Sigma (St. Louis, USA), and the solvents (HPLC grade) were purchased from JT Baker

(USA).

Experiment 3: Sleep pattern during stress recovery
Implantation of electrodes and recording

Different groups of mice had their electrocorticographic (ECoG) and
electromyographic (EMG) activities simultaneously recorded, thus permitting assessment of
the sleep-wake cycle during normal conditions (baseline) and recovery from acute restraint
stress. Anesthesia was induced by i.p. administration of ketamine (70-80 mg/kg) and
xylazine (9 mg/kg). Two pairs of electrodes (steel screws) were implanted in the fronto-
parietal medial derivation (one pair on each side of the skull) for ECoG recording. One
additional pair of nickel-chrome electrodes was implanted in the dorsal muscle of the
mouse’s neck for EMG recording. The electrodes were soldered to a connector, which was
fixed to the animal’'s cranium with acrylic dental cement. After surgery, mice were given
antibiotic (veterinary pentabiotic®, 0.5 ml/kg, i.m.) and diclofenac (25 mg/ml, i.p.), and mice

were allowed to recover from surgery for 2 weeks.
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After the recovery period following surgery, the adult male offspring (90 days old;
n=8-9/group) were subjected to undisturbed baseline sleep recording for 48 hours. On the
day of the experiment, the mice were removed from the recording apparatus and were
submitted to acute restraint stress for 2 hours, followed by undisturbed sleep recording for
48 hours using Somnologica software (EMBLA Medical digital polygraph, Reykjavik,
Iceland).

The sleep pattern was visually and manually scored in 10-second segments by a
single blinded researcher, thus ensuring consistency of the data. The following sleep
parameters were considered: total sleep time (percentage of sleep time during the
recording), slow wave sleep (SWS, percentage of all periods of deep sleep during the
recording), and REM sleep (percentage of all periods of REM sleep during the recording).
SWS was classified as an EEG voltage of 20-30 pV (usually 200-400 pV, peak to peak) and
low frequency activity (delta waves, 1-4Hz). REM sleep was classified as an EEG voltage
below 20 pV, with high and regular theta activity (6-10 Hz), especially in the fronto-parietal

medial EEG derivation, and with muscle atonia in the EMG recording.

Statistical analysis

The data were tested for normality using the Kolmogorov-Smirnov test. Parametric
data were analyzed by two-way analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni's test
and non-parametric data were analyzed by Kruskal-Wallis, followed by Dunn’s multiple
comparison test. The results are expressed as the mean + SEM and the level of statistical

significance was set at p < 0.05.
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Results
Experiment 1: Plasma Corticosterone Levels

Two-way ANOVA showed an effect of prenatal treatment (197486 =005 " gtragsfy|

[F(1,9)=68.08, p=0.001 [F(1,9)=9.44, p=0.01]

condition l'and the prenatal treatment x condition interaction
on the plasma corticosterone levels before and after acute stress. The Bonferroni post hoc
test revealed a significant increase in plasma corticosterone levels after acute stress
following both prenatal treatments, saline (p < 0.05) and LPS (p < 0.001), when compared
to baseline levels. However, there were significantly higher levels of corticosterone after
acute stress in the offspring pre-treated with LPS when compared to the Sal group under

the same condition (p < 0.01), as illustrated in Figure 1A.

Regarding plasmatic norepinephrine levels, Two-way ANOVA showed an effect of

[F(1,8)=52.72, p=0.001] [F(1,8)=75.15, p=0.001

prenatal treatment , stressful condition l'and the prenatal
treatment x condition interaction [F1:8=33:93. p=0.001 Tha Bonferroni post hoc test revealed a
significant increase in baseline norepinephrine levels in the offspring of dams treated with
LPS, compared to Sal group under the same condition (p < 0.001), as illustrated in Figure
1B.

The two-way ANOVA showed no significant difference between groups in plasmatic

epinephrine levels, as shown by figure 1C.

Experiment 2: Monoamine content within brain regions

The Krukal-Wallis test evidenced significant differences on serotonin turnover in
striatum (p < 0.01) and frontal cortex (p < 0.001), as well as in dopamine turnover in frontal
cortex (p < 0.01) (Table 1). Dunn’s multiple comparison test showed that stressed animals
from Sal group have increased serotonin turnover in striatum (p < 0.05) and dopamine

turnover in frontal cortex (p < 0.05), compared to baseline condition. On the other hand, the
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serotonin turnover in frontal cortex is increased in stressed animals from the LPS group (p <

0.05), when compared to basal condition.

Experiment 3: Sleep pattern

A two-way ANOVA showed an effect of time on the percentage of total sleep time
[F(14,168)=14.51, p:0.001], sIow-wave Sleep [F(14,168)=14.76, p=0.001] and REM Sleep [F(14,168)=11.98, p=0.001]
of offspring from dams treated with either saline or LPS during late gestation. However, the
post hoc Bonferroni test showed no significant difference between the prenatal treatments

in all of the parameters (Figure 2).
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Discussion

Our results show that maternal immune activation during late pregnancy induces
specific changes in fetal development that may affect the sympathoadrenal response of the
offspring, even into adulthood. The male offspring of LPS-treated dams showed increased
circulating norepinephrine levels under baseline condition and potentiated corticosterone
release in response to acute stressor, in turn, neither hypothalamic neurotransmission nor
sleep pattern were affected.

In addition to raising the levels of circulating inflammatory cytokines, maternal
immune activation during pregnancy may also be considered a stressor stimulus because
LPS activates the HPA axis in the mother. Thus, it is essential to examine the function of
the HPA axis in the offspring, even into adulthood. In this context, our data shows that,
although baseline levels of corticosterone were similar, animals born of dams exposed to
LPS showed potentiation of corticosterone release in response to acute restraint stressor.
Interestingly, this is only evident immediately after the stress stimulus, given that the
difference between prenatal treatments disappears 1 hour after the withdrawal of the
restraint apparatus (data not shown).

A pioneering study showed that offspring of dams immune-stimulated with human
erythrocytes or LPS administration showed hyperactivity of the HPA axis, including
increased release of ACTH and corticosterone under baseline conditions; however, no
differences were found after novelty stress. However, this manipulation also caused a
reduction in the expression of glucocorticoid receptors (GR) in the hippocampus of the
offspring in adulthood, indicating impairment in the HPA axis negative feedback [9].
Recently, it was shown that treatment with LPS during early/middle gestation increases the
offspring’s HPA axis response to maternal isolation stress on P21 and to 30 minutes

restraint stress on P90, based on increased corticosterone release [16].
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The plasmatic catecholamines levels in our experiment 1 point out to increased
activity of the sympathoadrenal system in the experimental group, as indicated by
enhanced baseline norepinephrine. However, the increased norepinephrine response was
reversed after acute stress, probably due to negative feedback mechanism. In this context,
chromaphin cells present in the adrenal medulla also release epinephrine directly into the
circulation in response to sympathetic activation. However, our data showed that prenatal
immune activation does not impact plasmatic epinephrine levels before and after acute
stress. In addition, we cannot ruled out the participation of direct sympathetic innervation of
adrenal glands in this phenomenon without electrophysiological studies.

Several neurochemical changes have been reported in studies that involve the
paradigm of maternal immune activation. In this sense, altered neurotransmission and
expression of dopaminergic, serotonergic and noradrenergic receptors in the CNS of
animals exposed to immune stimulation during pregnancy have been observed [17,18]. In
contrast to previous studies, our results show that neither maternal immune activation nor
acute stress were capable of affecting neurotransmission within the hypothalamus. It was
recently shown that restraint stress effects on neurotransmitter content and turnover
depend on strain of mice analyzed [19].

The other brain areas analyzed here showed significant differences, particularly on
serotonin and dopamine turnover, which is widely regarded as a more representative
measurement of serotonergic and dopaminergic system alterations. On one hand, both the
serotonin turnover (5-HIAA/5-HT) in striatum and dopamine turnover (HVA/DA) in frontal
cortex were increased in Sal group after acute stress, a mechanism that is impaired in
experimental group. On the other hand, the serotonin turnover in frontal cortex is increased
after acute stress in the LPS group, possibly due to attenuated serotonin turnover in non-

stressed animals.
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The changes observed in striatal serotonin turnover are particular relevant regarding
habituation to predictable stressors. The striatum receives serotonergic innervation from
both the median and dorsal raphe nucleus, which regulate dopamine release and may
influence the development of reward, addiction and stress-induced behavioral alterations
[20]. Serotonergic turnover alterations consequently augment the activity of serotonin
receptors, such as 5-HT2C receptors that are highly expressed in the striatum where they
regulate the tonic inhibition of dopamine release in the mesolimbic, nigrostriatal and
mesocortical pathways [21,22]. Our data showed increased striatal serotonergic turnover
following acute stress in saline-treated offspring, a set of homeostatic response that is
dysfunctional in the offspring from LPS-treated dams.

The reciprocal innervation between the medial pre-frontal cortex (mPFC), striatum
and limbic structures is implicated in the development of habituation to predictable chronic
stressors. In this context, the serotonergic tone on dopaminergic projections to the cortex
seems to be attenuated in the experimental group. The present findings seem to be
consistent with other research which found that transection of mPFC projections may
enhance the sympathoadrenal system activity without affecting the HPA axis activity [23].

It is important to stress that there are a number of hormones and peptides which are
produced and released in response to stress that were not analyzed, and could play a role
mediating the phenomenon presented here. In this context, vasopressin is secreted by
posterior pituitary during acute stress response and modulates, in conjunction with
corticotropin releasing factor (CRF), the release of corticosteroids by the adrenal gland in
response to stress. Oxytocin is another hormone secreted from the same site as
vasopressin, and counter-acts the effects of corticosteroids. Additionally, prolactin is also
secreted during acute stress response, and its plasma levels increases even before

corticosterone [24].
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The percentages of the total sleep, slow wave sleep and REM sleep times were not
altered by prenatal LPS alone or in combination with restraint stress. Although acute stress
reduced sleep time right after the stressor, we did not observe any differences between the
prenatal treatments. Nonetheless, it seems that changes in offspring resulting from
maternal immune activation were not sufficient to cause disturbances in the hypothalamic
neurochemical response and sleep pattern of these animals, or alternatively, may indicate
the occurrence of some compensatory mechanism.

It is important to stress that most studies that report alterations in the
neurotransmission of the offspring were performed after applying the immune insult during
early/middle gestation, including those studies from our lab [6,25]. In contrast, recent
studies revealed that late, but not early/middle gestational immune challenge impact fetal
brain development in a specific manner, reducing the expression of NMDA receptors in
hippocampus and potentiating the locomotor response to NMDA-receptor blockade by MK-
801, as well as increasing cytokine response and caspase-3 signaling [18,26]. Therefore,
we hypothesize that alterations induced by immune activation during late gestation in our
experiment are related to sympathetic tonus and endocrine response, with no detectable
effect upon hypothalamic neurotransmission or sleep patterns.

It is worth noting that our results indicate a distinction between the peripheral
corticosterone release and hypothalamic neurotransmitter content in response to acute
stress, suggesting that pathways other than HPA axis might also be involved in this
phenomenon. Notwithstanding, the increased circulating norepinephrine levels of
experimental group supports the hypothesis of enhanced sympathoadrenal response
which, in turn, could lead to increased corticosterone secretion after acute stress.

In summary, our results demonstrate that maternal immune activation on the 17th

gestational day enhances sympathoadrenal activity and potentiates corticosterone release
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after acute stress by adult male offspring. Interestingly, the new insight herein is that this
phenomenon occurs without affecting hypothalamic neurotransmitter content or sleep-wake
cycle. Thus, our study provides additional evidences on how the neuro-immune-endocrine
homeostasis of adult offspring is affected by immune activation during the prenatal period,

particularly late gestation.
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Figure 1. Plasmatic corticosterone and catecholamines response after acute stress in adult offspring
of dams treated with saline or LPS on GD 17. Mean values (+ SEM) of plasmatic corticosterone (A),
norepinephrine (B) and epinephrine (C) before and after acute restraint stress (N=7/group). * different from

baseline of saline (Sal) group; ** different from baseline of LPS group and from stressed Sal group.
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(Panel C) during the baseline period and after acute restraint stress (n=8-9/group). Gray area denotes dark

period. The values are expressed as mean + SEM.
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Table 1. Impact of maternal immune activation and/or acute adult stress on

neurotransmitter content and turnover in brain areas.

Hypothalamus

Groups

Sal-no stress

Sal-acute stress

LPS-no stress

LPS-acute stress

Norepinephrine (ng/mg prot) 7.16+2.08 4.95+0.88 8.18+1.75 8.04+1.39
Dopamine (ng/mg prot) 2.34+1.20 1.5540.18 2.13+0.61 1.87+0.30
Dopamine turnover (HVA/DA) 1.81+0.43 2.04+0.25 1.86+0.60 1.6510.19
Do?ggg‘zé%%"er 3.7620.77 4.0440.41 2.7840.63 3.1540.26
5-HT (ng/mg prot) 1.57+0.72 0.85+0.18 2.32+1.64 0.87+0.21
5-HT turnover (5-HIAA/5-HT) 12.19+4.10 13.84+2.81 15.3546.67 12.61+2.92
Striatum
Norepinephrine (ng/mg prot) 2.29+0.41 2.04+0.19 2.55+0.24 2.2610.24
Dopamine (ng/mg prot) 50.76+2.54 53.48+3.43 50.39+2 .55 49.77+4.73
Dopamine turnover (HVA/DA) 0.16+0.01 0.18+0.01 0.16+0.01 0.18+0.01
Do?ggg‘zé%%"er 0.3210.03 0.26+0.03 0.2840.02 0.29+0.03
5-HT (ng/mg prot) 6.61+0.50 6.16+0.54 7.56+0.73 6.52+0.65
5-HT turnover (5-HIAA/5-HT) 0.61+0.04 0.87+0.05 * 0.67+0.07 0.78+0.04
Frontal Cortex

Norepinephrine (ng/mg prot) 3.36+0.76 2.55+0.65 3.19+0.74 2.04+0.50
Dopamine (ng/mg prot) 2.93+0.31 1.5940.26 2.29+0.25 2.10+0.41
Dopamine turnover (HVA/DA) 3.13+0.67 6.77+1.09 * 3.42+0.43 5.02+0.97
Do?gg‘g‘:ct‘/‘g‘A‘;"er 2.88+0.47 5.03£0.90 2.60+0.41 5.00£1.21
5-HT (ng/mg prot) 1.41+0.34 1.95+0.40 2.28+0.28 1.46%0.24

5-HT turnover (5-HIAA/5-HT) 8.02+1.66 10.61£3.52 4.29+0.39 10.43+£1.24 *

Mean values (x SEM) of neurotransmitter concentrations and turnover ratios in the hypothalamus, striatum

and frontal cortex of the offspring from dams treated with saline or LPS on GD 17 (n=10/group). * different

from respective baseline condition.
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Abstract

Early life experiences, particularly during the gestational period, are homeostatic
determinants for an individual’'s brain development. However, recent data suggest that the
immune response of the offspring is also affected by events during the gestational period.
Here, we evaluated the impact of prenatal immune activation on the innate and adaptive
immune responses of adult offspring. Pregnant Swiss mice received saline or
lipopolysaccharide (LPS) on gestational day 17. In adulthood, male offspring were analyzed
using 2 experimental techniques: in vitro analysis of cytokine production and immune cell
activity, and development of the delayed-type hypersensitivity (DTH) responses of
ovalbumin-sensitized mice. We analyzed Th1/Th2/Th1l7 cytokine production in vitro,
neutrophil and dendritic cell function, and the DTH response. Offspring from LPS-treated
dams displayed increased cell-mediated immunity as indicated by increased IL-12
production by cultured antigen-presenting cells and an enhanced DTH response as well as
impaired production of the regulatory cytokine IL-10. This study provides new insights
regarding the influence of immune activation during late gestation on the immunological

homeostasis of offspring, particularly on Th1l immunity.

Key words: Prenatal LPS; Th1/Th2/Th17 cytokines; Thl immunity; delayed-type hypersensitivity; neutrophils;

dendritic cell.
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1. Introduction

The occurrence of maternal infection during pregnancy is considered an
environmental risk factor for the emergence of many disorders in later life including autism
[1, 2], schizophrenia [3], anxiety [4] and depression [5]. Studies from our lab have recently
shown that prenatal immune stimulation with lipopolysaccharide (LPS) has significant
impacts on behavior and neurochemistry in later life in animal models [6, 7]. Briefly, LPS is
recognized by toll-like receptor (TLR) 2 and 4 [8] on immune cells and stimulates the
release of inflammatory cytokines (interleukin (IL)-13, IL-6 and tumor necrosis factor (TNF)-
a), which, in turn, affect placental function and fetal development.

Despite the recent body of evidence indicating that brain abnormalities in the
offspring may be a consequence of maternal immune activation, the influence of this
maternal phenomenon on immune function is still poorly understood. It should be noted that
both animal experiments concerning prenatal inflammation and clinical studies have
indicated immune dysregulation in autistic subjects, including defects in regulatory T cells
[9] and increased IL-17 production [10], supporting the hypothesis of a close relationship
between prenatal immune activation, adult immune dysfunction and the emergence of
psychiatric disorders.

Changes induced by prenatal immune activation seem to indicate the delayed
development of innate immunity and increased serum concentrations of IL-2, IL-6 and TNF-
a in offspring [11]. Recently, it has been shown that prenatal immune activation induced by
the viral mimetic polyriboinosinic-polyribocytidylic acid (Polyl:C) induces preferential
development of Thl7 cells in offspring [12, 13], demonstrating that maturation and
polarization of the adaptive immune system may be influenced by the gestational

environment.
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Based on previous findings, we infer that elevated levels of maternal cytokines play a
major role during the development of different critical systems in the fetus such as the
peripheral immune system. Thus, the aim of the present study was to investigate the impact
of prenatal immune activation induced by LPS during late gestation on the immune function
of adult offspring. Specifically, cytokine production by cultured splenocytes, neutrophil and

dendritic cell activity, and delayed-type hypersensitivity responses were analyzed.

2. Methods
2.1 Animals

Pregnant albino Swiss mice from our colony, weighing 45-60 g each, were used in
this study (gestational day [GD] O: presence of a vaginal plug). Dams were housed in pairs
in standard polypropylene cages at a controlled temperature (22+2 -C) and humidity level
(65-70%) with artificial lighting (12 h light/12 h dark cycle) in a non-SPF environment with
free access to Nuvilab® rodent chow (Nuvital company, Sado Paulo, Brazil) and filtered
water. Sterilized and residue-free wood shavings were used as animal bedding, and
experiments were performed according to Ethical Committee of the School of Veterinary

Medicine, University of Sdo Paulo (protocol # 1683/2009, FMVZ-USP).

2.2 Prenatal treatment

LPS derived from Escherichia coli serotype 0127:B8 (Sigma, St. Louis, MO, USA)
was freshly dissolved in 0.9% sterile saline and administered intraperitoneally (i.p.) to
pregnant mice at a dose of 120 ug/kg on gestational day (GD) 17. This dose and
gestational period were chosen based on previous studies in which maternal inflammation
was achieved without inducing preterm delivery or influencing offspring growth or sensory-

motor reflex development [7, 14-16]. In addition, GD 17 in mice is equivalent to week 20 of
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pregnancy in humans, a period during which the pluripotent stem cells migrate and
proliferate in the fetal bone marrow, which controls hematopoiesis that was initially
regulated by the fetal liver, spleen and thymus [17].

These dams were allowed to give birth and nurture their offspring normally and an
average of 7 litters per treatment were used to obtain male offspring for the study. No
cross-fostering was performed because cross-fostering per se alters the behavioral and
corticosterone responses to LPS [18]. After weaning on postnatal day 21, the pups were
distributed into different groups based on their prenatal treatment. No more than one pup
from the same litter was paced into the same cage or same group.

Nevertheless, our LPS treatment did not influence the number of pups per litter, the
physical or reflexological development of the offspring, or the maternal behavior (data not
shown). When necessary, the litters were standardized to a maximum of 8 pups per dam.
The animals were weighed once a week from birth to weaning and again before the

experiments, with no differences observed between prenatal treatments at any time points.

2.3 Experimental procedure
2.3.1 Experiment 1: Blood and tissue collection

On the day of the experiment, 70-day-old animals (n=10/group) were decapitated,
and an aliquot of blood from each mouse was placed into a tube containing liquid heparin
for neutrophil activity analysis. Spleens were surgically removed and analyzed following the
culture procedures described below. These procedures were performed twice with an

analysis of half of the samples each time to reach a total of 10 animals per group.
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2.3.2 Oxidative Burst and Phagocytosis by Circulating Neutrophils

Briefly, 100 pL of whole blood (2 X 10° cells/100 pL) was mixed with 200 uL of
dichlorofluorescin (DCFH 0.3 mM) in phosphate-buffered saline (PBS) and 100 pL of either
SAPI (Propidium iodide-labeled S. aureus, 2.4 X 10° bacteria/ml) or phorbol myristate
acetate (PMA/100 ng) in different tubes. Samples were incubated at 37°C for 30 minutes.
Phagocytosis reactions were stopped by adding 2 ml of cold EDTA solution (3 mM). After
centrifugation (250 g for 10 minutes), the erythrocytes were lysed with 0.2% NaCl (2 ml per
tube) for 20 s. Immediately thereafter, a 1.6% sterile NaCl solution (2 ml) was added to
restore isotonicity. These procedures were repeated twice for complete erythrocyte lysis.
Samples were then centrifuged (250 g for 10 minutes), and the cell pellets were
resuspended in 200 pL of cold PBS.

The samples were then analyzed by flow cytometry (FACS Calibur, BD Biosciences,
USA), collecting 5000 events in the gate being analyzed. For the acquisition and analysis of
the results, we used the CellQuest Pro (BD Biosciences) and FlowJo (Tree Star) software
programs. Direct measurements of the green-channel (DCFH) and red-channel (SAPI)
mean fluorescence levels were recorded to indicate oxidative burst and phagocytosis,
respectively, as described elsewhere [19]. Quantification of oxidative burst was estimated
as the geometric mean of the DCFH fluorescence/cell. The intensity of phagocytosis was
expressed as the geometric mean of the SAPI fluorescence that was ingested by the
neutrophils. Percent phagocytosis (percent of neutrophils ingesting bacteria) was
expressed by the number of neutrophils with red fluorescence divided by the total number

of cells, multiplied by 100.

2.3.3 Spleen cell culture



134

Each spleen was collected, mechanically dissociated and homogenized in 5 ml of
sterile RPMI-1640. This suspension was centrifuged at 450 g for 5 minutes and
resuspended in 9 ml of sterile ammonium chloride to lyse erythrocytes, following which the
solution was centrifuged again. The cells were then resuspended in 5 ml of complete RPMI
medium containing 5% fetal calf serum and incubated in sterile 6-well plates at 37°C (5%
CO,) for two hours.

Non-adherent cells (lymphocytes) and adherent cells (antigen-presenting cells -
APCs) were then separated, adjusted to a concentration of 1x10° cells/ml and incubated in
RPMI (5% FCS) for 24 hours in the presence of different stimuli. Non-adherent cells were
stimulated with concanavalin-A (Con-A, 10 pg/ml), while the adherent cells were stimulated
with LPS (1 pg/ml) or LPS plus IFN-y (50 U/ml). After 24 hours of incubation, cultured cells
were collected and centrifuged at 450 g for 5 minutes and the supernatants were then

frozen at -80°C until the analysis.

2.3.4 Quantification of cytokines by ELISA

Culture supernatants were analyzed for the concentrations of IL-2, IL-4, IL-6, IFN-y,
TNF, IL-17 and IL-10 by flow cytometry using the Cytometric Bead Array (CBA)
Th1/Th2/Th1l7 kit (BD Biosciences, USA) according to the manufacturer's instructions.
Additionally, the IL-12 analysis was performed by ELISA (ElisaMax Biolegend, CA, USA)

according to the manufacturer's instructions.

2.3.5 Phenotyping of dendritic cells
Adherent cells stimulated with LPS or LPS+IFN-y were resuspended and centrifuged
at 450 g for 5 minutes. The remaining cells were labeled with the following antibodies:

CD80-PE, CD86-FITC, IA°-PE and CD11c-FITC (BD Pharmingen, USA). After incubation
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for 60 minutes at room temperature in the dark, cells were washed twice in PBS (100
pl/tube) and resuspended in 150 pL of PBS. Then, the samples were analyzed by flow
cytometry (FACS Calibur, BD Biosciences, USA), collecting 5000 events for the analysis
gate. For the acquisition and analysis of the results, we used CellQuest Pro (BD
Biosciences) and FlowJo (Tree Star). Due to differences in flow cytometer compensation
between experiments, all of the results were normalized to percentages relative to the

control group (Saline) for presentation and interpretation.

2.3.6 Experiment 2: Delayed-Type Hypersensitivity (DTH)

Another set of twenty 70-day-old male mice (n=10/group) were used to induce a
DTH response to ovalbumin (OVA grade V, Sigma-Aldrich®, Inc., St. Louis, MO, USA) by
employing a protocol described elsewhere [20]. Briefly, animals were injected with 50 pg of
OVA emulsified in 100 pL of Complete Freund's adjuvant (CFA, Sigma-Aldrich®)
subcutaneously (s.c.) at the base of the tail. Seven days later, the animals were challenged
s.c. in the left hind paw with 20 pyL of a 4% heat-aggregated OVA solution in saline. Paw
thickness was measured at 1, 4, 6, 24 and 48 hours after challenge. The net increase in

paw thickness was calculated by subtracting the initial thickness.

2.4 Statistical analysis

The data were tested for normality using the Kolmogorov-Smirnov test. Parametric
data were analyzed with an unpaired Student's t-test or a repeated measures ANOVA
followed by Bonferroni's test and non-parametric data were analyzed with a Mann-Whitney
U-test. The results are expressed as the mean + SEM and the level of statistical

significance was set at p < 0.05.
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3. Results
Experiment 1:
3.1 Evaluation of oxidative burst and phagocytosis by circulating neutrophils

The t-tests indicated no significant differences in the percentages of phagocytosis,
baseline oxidative burst or oxidative burst induced by PMA and SAPI of neutrophils
between the two groups of offspring. The Mann-Whitney test indicated no significant

difference in the intensity of phagocytosis between the two groups as shown in table 1.

3.2 Cytokine production by cultured, stimulated splenocytes
Non-adherent cells

T-tests indicated no significant effects of prenatal treatment with LPS on the
concentrations of IL-2, IL-4, IL-6, IFN-y, TNF, IL-17 or IL-10 produced in cultures of non-

adherent cells from the spleens of the offspring as shown in table 1.

Adherent cells

As shown in Figure 1A and 1B, t-tests showed no significant effects of prenatal LPS
treatment on concentrations of IL-6 or TNF produced in cultures of adherent cells from the
spleens of the offspring.

As shown in Figure 1C, the t-test indicated a significant reduction in the
concentration of IL-10 produced in cultures of adherent cells stimulated with LPS from the
offspring of LPS-challenged dams (p < 0.05).

A t-test revealed a significant increase in IL-12 levels produced by adherent
splenocytes stimulated with LPS and IFN from the offspring of dams pre-treated with LPS

compared to the saline-treated group (p < 0.01). Figure 1D illustrates these findings.
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3.3 Dendritic cell phenotyping

As shown by t-tests, adherent cellsin cultures stimulated with both LPS and
LPS+IFN-y did not any show differences between offspring groups with regard to the mean
fluorescence intensities (MFI) of the IAP (MHC 1), CD80 and CD86 markers or in the
CD80CD86" cells. The Mann-Whitney test indicated that there were no significant

differences between the groups with regard to CD11c*IA™ cells as shown in table 1.

3.4 Experiment 2: DTH
As depicted in figure 2, a two-way ANOVA indicated effects of prenatal treatment

[F(1.56)=4.05, p=0.05] = {jme [F(4.56)=60.21, p=0.0011 anq the prenatal treatment x time interaction

[F(4.56)=2.53, p=00%] 5 the increase in paw thickness during the development of DTH. The
Bonferroni post hoc test revealed a significant increase in paw thickness in the offspring of
LPS-treated dams at 6 h (1.19+0.118 mm Sal vs. 1.458+0.057 mm LPS), 24 h
(0.718+0.081 mm Sal vs. 0.981+0.037 mm LPS) and 48 h (0.464+0.085 mm Sal vs.

0.701+0.054 mm LPS) post challenge when compared to the saline group (p < 0.05).

4. Discussion

Our results show that maternal immune activation during late pregnancy induces
specific changes in the development of the fetus that may affect the immunity of the male
offspring even into adulthood. Our findings indicate that maternal immune activation on GD
17 has significant effects on the immune function of male offspring, such as a disturbed
cytokine balance and an increased DTH response.

It should be noted that the GD 17 in mice is equivalent to week 20 of pregnancy in
humans, a period during which the fetal bone marrow becomes the primary hematopoietic

site, which persists throughout postnatal life. The establishment of the bone marrow
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hematopoietic microenvironment is a process that requires the migration of stem cells, the
calcification of the cartilaginous skeletal elements, and remodeling of ossified tissue, and
this microenvironment is essential for normal postnatal leukocyte production [17, 21]. In
addition, the LPS dose used in this study was capable of inducing a moderate immune
stimulation, increasing IL-6 in both the maternal spleen and the fetal brain [14] without
requiring higher doses used in other studies [22] that could induce fetal toxicity.

Curiously, our results indicate that prenatal immune activation has no effect on
neutrophil activity as measured by all of the analyzed parameters such as production of
reactive oxygen species (oxidative burst) and phagocytosis of S. aureus, indicating that this
manipulation has no impact on neutrophil-mediated innate immunity. However, other
aspects of the innate immunity such as monocyte/macrophage activity were not analyzed
here.

Our data show that the offspring of mothers treated with LPS have increased
production of IL-12 by adherent spleen cells. IL-12 is a primary mediator of the innate
immune system and is an essential inducer of cell-mediated immunity by stimulating IFN-y
release and T cell differentiation to a Thl-type response [23]. This increased production of
IL-12 leads to the hypothesis that maternal immune activation can modify the development
of the immune system towards a Thl-biased response, which is mediated by the
aforementioned cytokines. In addition, IL-10 production by adherent cells was attenuated in
vitro when the offspring was previously exposed to maternal immune activation, suggesting
that prenatal immune disturbances can affect the offsprings’ regulatory cytokines as well.

However, cytokine production by stimulated lymphocytes was not different between
prenatal treatment groups, possibly due to the greater data variability in the LPS group,
despite a trend towards increased levels of IFN-gamma, IL-17 and IL-4. This finding

indicates that lymphocytes are affected to a lesser extent than APCs, which produce
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abnormal levels of IL-10 and IL-12 and that lymphocytes may be less susceptible to in utero
immune activation.

To determine whether the increase in IL-12 production has a functional consequence
on adaptive immunity and whether this increase would reflect an exaggerated cell-mediated
immune response, we submitted the offspring from the saline-treated and LPS-treated
dams to a DTH challenge, in which the increase in paw thickness corresponds to an in vivo
immune response in animals that had been previously sensitized [23]. The current
experiment showed that paw swelling was increased in LPS-exposed offspring, indicating
an enhancement of cellular infiltration or local edema and providing additional evidence for
the overall increased Th1l response in immune-stimulated offspring.

One finding that supports our hypothesis of a disrupted Th1/Th2 balance in offspring
from mothers with infection is the observation that offspring from immune-challenged dams
have attenuated airway inflammation in response to experimentally induced asthma, which
is a classical Th2 response model [24] that is known to be inhibited by Thl-type cytokines.
This observation could be explained by the decreased production of IL-10 described in this
study. However, it is important to stress that IL-10 has an important role as a regulatory
cytokine and that other Th2 cytokines such as IL-5, IL-9 and IL-13 may be involved in this
phenomenon.

Previous findings have demonstrated that the offspring of challenged dams have
impairments in immunity that are characterized by a delay in the maturation of the immune
response [11], increased cytokine production in vitro [25], and preferential polarization
towards a Thl7 response [12, 13]. Along with our findings, these data may indicate that
offspring from immune-stimulated dams may be more susceptible to autoimmune diseases

later in life such as rheumatoid arthritis.
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With regard to dendritic cell function, the offspring of LPS-exposed dams did not
demonstrate any differences in the frequency of CD11c¢'IA** or CD80*CD86" cells nor in the
expression of co-stimulatory molecules on dendritic cells. While dendritic cells were the
major focus of this study, it should also be acknowledged that macrophages are important
mediators of innate and adaptive immunity and may have been responsible for the

differences observed here.

4.1 Conclusions

In summary, our results demonstrate that maternal immune activation on the 17th
gestational day can affect the immune systems of male offspring, leading to the skewing of
the cytokine balance towards a cell-mediated (Thl) immune response and promoting
enhanced delayed-type hypersensitivity reactions. Thus, our study provides new insights
into how the adaptive immune response of adult offspring is affected during the prenatal
period, particularly late gestation, and opens new avenues of opportunities for

pharmacological research and interventions.
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splenocytes from the offspring of dams treated

with saline or LPS on GD 17 . Adherent cells (APCs) were isolated from the spleens of adult male offspring

from dams treated with saline or LPS on GD 17, and then, these cells were incubated for 24 hours in the

presence of LPS or LPS plus IFN (n=10/group). Mean values (+ SEM) of IL-6 (A), TNF (B), IL-10 (C) and IL-

12 (D) produced by stimulated, adherent cells. * p < 0.05 vs. Sal group, ** p < 0.01 vs. Sal group.
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24 and 48 h after challenge with OVA during a DTH response (n=10/group). ’ p < 0.05 vs. Sal group at the

same time point.



Table 1. Effect of maternal immune activation on adult offsp
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rings’ immune cell activity.

Prenatal treatment

Saline LPS
Neutrophils
% phagocytosis 90.3£1.3 89.5+2.1
Intensity of phagocytosis 589.6+237.0 809.7+321.4
Baseline oxidative burst 35.7+4.4 27.314.8
Oxidative burst induced by PMA 98.9+11.2 104.1+9.8
Oxidative burst induced by SAPI 166.5+21.8 214.7+21.0
Non-adherent cells
IL-2 (pg/ml) 125.4+35.4 111.3+21.3
IL-4 (pg/ml) 1.3+0.12 2.4+1.9
IL-6 (pg/ml) 45.7+8.8 71.7+23.4
IFN-y (pg/ml) 43.4+18.4 84.0+39.6
TNF (pg/ml) 173.1+36.7 192.6+22.9
IL-17 (pg/ml) 2.310.9 4.1+2.2
IL-10 (pg/ml) 3.3¢1.2 2.2+1.4
Adherent cells
CD11c+lAb+ 100+1.8 105.949.3
CD80+CD86+ 100+1.8 83.915.5
IAb 100+0.8 101.945.5
CD80 100+1.5 111.745.2
CD86 100+0.8 110.9+4.9

Mean values (+ SEM) of phagocytic activity and oxidative burst of peripheral neutrophils, cytokine production

by non-adherent cells, and expression of the markers CD11c, IA®, CD80 and CD86 (% relative to control) by

adherent cells from the male offspring of dams treated with saline or LPS on GD 17 (n=10/group). PMA:

phorbol myristate acetate, SAPI: propidium iodide-labeled S. aureus.
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