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RESUMO

A administracdo de lipopolissacarideo (LPS) no periodo neonatal gera um
estimulo imunoldgico estressante capaz de estimular a expressdao de
citocinas no sistema nervoso central e causar alteracdes cerebrais em
certas regides do hipocampo de ratos adultos, além de ativar o eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) em neonatos. O objetivo deste estudo é
avaliar os efeitos em longo prazo da inflamagao no periodo neonatal sobre o
perfil inflamatdrio e oxidativo na sepse experimental na vida adulta. No
décimo dia apds o nascimento, camundongos Balb/c receberam diferentes
tratamentos: nLPS, recebeu 100 puL de solugao 100 pg/Kg de LPS i.p. ou
nSal em que foi administrado 100 pL de solugao salina i.p. Quando adultos,
os animais foram submetidos a administracao i.p. de solucdo salina ou LPS
e, 12 horas apds, foram coletados o soro para mensuracdo das citocinas
inflamatdrias e o figado para determinacdo dos complexos mitocondriais e
estresse oxidativo. Houve aumento do comportamento de medo/ansiedade
no grupo nLPS. Os complexos II e II-III aumentaram nos machos nLPS-
salina quando comparados ao controle. A administracao de LPS nas fémeas
adultas provocou uma diminuicdo da atividade da enzima glutationa
reduzida. Nao houve diferencas em relagao as citocinas inflamatérias. Os
resultados indicam que a inflamagdo no periodo neonatal foi efetiva na
inducdo do programming. O metabolismo da cadeia respiratéria
mitocondrial parece ser influenciado pela inflamagao neonatal em animais
machos. O estresse neonatal por LPS parece ndo alterar o perfil inflamatorio

das citocinas no modelo de sepse experimental.

Palavras-chave: estresse neonatal; lipopolissacarideo; comportamento;

complexos mitocondriais; citocinas inflamatodrias.



ABSTRACT

During the neonatal period, the administration of lipopolysaccharide (LPS)
generates a stressful immune stimulation resulting in the expression of
cytokines in the central nervous system. As result, brain changes in certain
regions of the hippocampus of adult rats, as well as activation of the
hypothalamic-pituitary-adrenal axis (HPA) in neonates is observed. The
objective of this study is to evaluate the long-term effects of neonatal
inflammation on the oxidative and inflammatory status during experimental
sepsis in adult life. On day ten after birth, Balb/c mice received different
treatments: nLPS, received 100 pL of a 100 ug/kg i.p. LPS solution or nSal,
received 100 pL of i.p. saline solution. As adults, animals were submitted to
i.p. administration of saline solution or LPS. After 12 hours, serum samples
and liver were collected to measure inflammatory cytokines and to
determine mitochondrial complexes and oxidative stress, respectively.
There was an increase in the fear/anxiety behavior in the nLPS group. The
complexes II and II-III increased in the nLPS saline group when compared
to control. The LPS administration in the adult females induced a decrease
of the glutathione enzyme activity. There were no differences in the
inflammatory cytokines. The results indicate that the neonatal inflammation
was effective in inducing programming. The mitochondrial respiratory chain
metabolism seems to be influenced by the neonatal inflammation in males.
LPS neonatal stress seems not to change the cytokine inflammatory profile

in an experimental model of sepsis.

Keywords: neonatal stress; lipopolysaccharide; behavior; mitochondrial

complexes; inflammatory cytokines.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Atividade dos complexos mitocondriais II, II-III e IV
hepatico Nos grupos experimentaiS.......ovvcviiiiiiiiiiiii i
Figura 2. Determinacdo de TBARS, SOD e GSH hepatico nos grupos
LD 01T [ =T 1= 1= P

Figura 3. Determinacao de NO hepatico e TGF-B1 sérico nos grupos
LoD g 1= ] g g =T =T
Figura 4. Concentracdo sérica de TNF-a e IL-6 nos grupos
LoD g L=T ] g =T ) = £
Figura 5. Concentracao sérica de INF-y e MCP-1 nos grupos

LoD g 1=T ] g g =T g =T

62

63

64

65



LISTA DE TABELAS

[Capitulo II] Tabela 1. Resumo dos principais estudos que fazem uso
de LPS como indutor de programming experimental neonatal............
[Capitulo III] Tabela 1. Avaliacdo comportamental dos grupos

experimentais no aparato de cruz elevada........ccoeeviiiiiiiiiiiic i,



LISTA DE ABREVIATURAS

ACTH: hormonio adenocorticotrépico

COX-2: ciclooxigenase 2

ERO: espécies reativas do oxigénio

GSH: glutationa reduzida

HPA: hipotalamo-pituitaria-adrenal

IL-1B: interleucina 1 beta

IL-6: interleucina 6

IL-10: interleucina 10

INF-y: interferon gama

LPS: lipopolissacarideo

MCP-1: proteina quimiotatica de mondcitos 1

NO: 6xido nitrico

PGE2: prostaglandina E2

SOD: superoxido dismutase

TBARS: substancias reativas ao acido tiobarbiturico
TGF-B1: fator transformador de crescimento beta 1
TLR4: receptor de toll-like 4

TNF-a: fator de necrose tumoral alfa



SUMARIO

Capitulo I

3 I o Y [T~ o F 12
2. JUSHIFICAtiVA. .o 16
3. ObJetiVOS. e 17
3.1. Objetivos gerais......ccieviiiii i e 17
3.2. Objetivos eSpecifiCoS.....uuiiiiiiiiiiiiii i 17
4. Referéncias Bibliogaficas.........coviiiiiiiiiiiiicr e 18

Capitulo II

3 I oY [T~ o 25
2. Materiais @ MEt0dOS.....vviiiriiii i 27
3. Resultados € DiSCUSS0. . .uiuiuiireiniieiniieieieererneeeerenereanns 28
4. Referéncias Bibliograficas.......ocvviviiiiiiii i e en 33

Capitulo III

1. INErOAUGE0. .ttt 43
2. Materiais @ MEt0dOS. ... uiiiieiiiii i 45
3. RESUItAAOS. . 50
I B 1Yo U 1Y [o J PP 52
5. Referéncias Bibliograficas.........cccveviiiiiiiiiiiiiiiiiciin e 59

Capitulo IV

(@00) 3 (o1 18 =7=To T 71



Capitulo I

Apresentagao



1. Introducao

A exposicdao de organismos a situagdes de perigo ou ameacga gera
um estado de desarmonia na qual a homeostasia é colocada sob ameaca’.
Em contraposicdo aos estimulos estressantes, uma série de respostas
adaptativas, fisicas e mentais, é desencadeada, podendo resultar em
alteracOes estaveis de diversos sistemas. O periodo neonatal representa
uma fase critica para o desenvolvimento neural. Processos vitais como
migragao, divisao, diferenciacao, crescimento e morte celular ocorrem neste
periodo®. Assim, variacdes precoces do ambiente do animal afetam o
desenvolvimento de importantes sistemas, dando origem a alteragoes
comportamentais e neuroenddcrinas estaveis>*. Diversos estudos tém
demonstrado uma relagao direta de diferentes estressores, como processos
infecciosos ou inflamatdrios, com alteracdes estdveis no desenvolvimento
neural e um maior risco de alteracdes cognitivas e motoras em criancas®.

Diversos modelos experimentais tém sido utilizados para
demonstrar que intervencgdes no inicio da vida, sejam elas pré ou neonatais,
podem gerar alteracdes permanentes que perduram ao longo da vida. A
manipulacdo no periodo neonatal é um desses modelos no qual diversas
alteracdes foram descritas, incluindo diminuicdo do medo ao explorar
ambientes novos®, resposta menos acentuada na secrecdo de
glicocorticdides quando expostos a estimulos estressores’®, diminuicdo
drastica da ovulacdo®, menor secrecdo de estradiol, hormdnio luteinizante e
prolactina no proestro'?, reducdo do comportamento sexual em machos e
fémeas®, diminuicdo do nimero de células no locus coeruleus'?, reducdo da
densidade de receptores de angiotensina II na area pré-dptica medial e no
nicleo paraventricular'? e importante reducdo na funcdo renal e
mecanismos de regulacdo do equilibrio hidroeletrolitico’®>. De qualquer
forma, independente do modelo utilizado, parece bem estabelecido que
intervencbes nestes periodos importantes provoguem o que tem sido
chamado de “programming”, ou seja, uma “marca” no desenvolvimento de

diferentes sistemas que permanece ao longo da vida. O conceito de
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programming tem sido desenvolvido para explicar o processo pelo qual um
organismo se adapta aos eventos ambientais através da geracao de
alteracOes estaveis no fendtipo. Isto geralmente ocorre em periodos iniciais
de desenvolvimento, fazendo com que a exposicao a um ambiente adverso
possa perturbar o processo de proliferagao e diferenciacao celular e tenha
efeitos duradouros sobre a salde do individuo'®. Este parece também ser o
caso de modelos que reproduzem situacdes de inflamagao e/ou infeccao
durante o periodo neonatal e alteram a responsividade de importantes
sistemas na vida adulta'®>. Um destes modelos é a administracdo de LPS
(lipopolissacarideo) no periodo neonatal. Este procedimento gera um
estimulo imunoldgico estressante'® capaz de estimular a expressdo de
citocinas no sistema nervoso central e causar alteragbes cerebrais em
certas regides do hipocampo de ratos adultos!’. J& é sabido que a injecdo
de LPS em ratos neonatos causa elevagdes nos niveis plasmaticos de
corticosterona e aumenta a sensibilidade do eixo hipotalamo-pituitaria-
adrenal (HPA) quando adultos, o que altera muitas respostas fisioldgicas a
estresses no adulto®®,

Uma infeccdo bacteriana, tal como a mimetizada pela aplicagcao de
LPS, manifesta a resposta central a um desafio imunoldgico. Patdgenos
(como o LPS) se ligam a receptores toll-like (por exemplo, o receptor de
toll-like 4, TLR4) em mondcitos, macréfagos e adipdcitos. Esta ativacdo
inicia uma cascata que contribui para a iniciagdo da resposta febril e
libertacdo local de prostaglandina E2 (PGE2) a partir do figado, que atua
sobre o vago causando elevacao inicial de glicocorticoides. Posteriormente,
ha fosforilagdo do inibidor IkB, liberando o fator nuclear NF-kB que é
translocado para o nlcleo, onde inicia a transcricdo de citocinas pro-
inflamatodrias, tais como a interleucina 1B (IL-1B), interleucina 6 (IL-6) e
fator de necrose tumoral a (TNF-a), bem como as citocinas anti-
inflamatdrias como o antagonista do receptor de IL-1 e interleucina 10 (IL-
10). As citocinas sao liberadas para a corrente sanguinea e estimulam a
enzima ciclooxigenase 2 (COX-2), conversora de acido araquidonico para
PGE2. Esta cascata culmina com febre e ativacao do eixo HPA na luta contra

o patdgeno invasor®. Além disso, a administracdo de LPS neonatal aliada a
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uma exposicao estressante quando adulto resulta em aumento significativo
no comportamento de ansiedade®.

Diferencas de sexo na fisiologia e funcao do sistema imune
periférico de vertebrados ja foram documentadas por décadas. As fémeas
de muitas espécies geralmente apresentam aumento da resposta imune e
da resisténcia a infeccdo em comparacdao aos machos. Estas diferencas
entre os sexos tém sido atribuidas, em grande parte, as acles
imunomoduladoras de hormoénios esterdides sexuais. Em geral, o estradiol
exogeno tem efeitos estimulantes na imunidade humoral, mas pode
aumentar ou suprimir a imunidade mediada por célula, dependendo da
dose. A testosterona exdgena geralmente deprime a imunidade tanto
humoral como mediada por células, aumentando a susceptibilidade a
infeccOes bacterianas e virais. Baseado na diferenca entre o numero de
células gliais e os niveis de moléculas do sistema imune entre machos e
fémeas, é provavel que haja efeitos sexo-dependentes na funcdao do
sistema neuroimune em resposta a um desafio imunoldgico na fase inicial
da vida, fazendo com que machos e as fémeas possam apresentar
respostas diferentes a ativacio neonatal do sistema imunoldgico? .

A sepse é uma resposta inflamatdria sistémica a infeccdo??. Apesar
do esforco dos profissionais da area da salude, a sepse continua sendo uma
das principais causas de mortalidade hospitalar, principalmente em
unidades de terapia intensiva?>. A sepse causa lesdo celular endotelial
generalizada a partir da inflamacdo descontrolada e da faléncia de multiplos
6rgdos* e, de acordo com estimativas, afeta mais de 18 milhdes de
pessoas no mundo, com estimativa de aumento na incidéncia de 1% ao
ano, tanto em paises desenvolvidos como naqueles em desenvolvimento?®.
Evidéncias sugerem uma reacao inflamatdria macica resultante da liberacao
sistémica de citocinas como caminho subjacente a sepse®.
Frequentemente, a resposta inflamatéria as lesGes severas, erroneamente
gera dano aos tecidos normais®®.

Desta forma, esta tese trata dos efeitos de uma inflamacdo no
periodo neonatal sobre respostas inflamatérias e oxidativas de longo prazo

e apresenta (i) um artigo de revisdo demostrando um modelo experimental
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efetivo no estudo do programming e (ii) um artigo original que traz
resultados para um melhor entendimento das repercussdoes do estresse

neonatal na sepse experimental na vida adulta.
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2. Justificativa

O entendimento das repercussdoes e mecanismos pelos quais
variacbes no periodo neonatal podem gerar alteracbes estaveis que
perduram ao longo da vida consiste em tema atual e de grande relevancia.
A alta prevaléncia de criancas que passam por situacdes adversas no
periodo neonatal, incluindo processos inflamatérios, justificam a
preocupacao em conhecer os efeitos dessas intervengdes sobre a resposta a
situagoes adversas na vida adulta. Assim, este estudo pretende contribuir
demonstrando - em modelo experimental - possiveis influéncias em longo
prazo que alteragdes no periodo neonatal podem gerar sobre a resposta a
situagdes de reconhecida morbidade como a sepse. O conhecimento desses
mecanismos e das alteracdes provocadas por essas intervengdes pode
possibilitar um avanco na busca de acbdes preventivas ou terapéuticas que

visem a diminuicao de morbidades muito prevalentes em nosso meio.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral
Avaliar os efeitos em longo prazo da inflamagdo no periodo neonatal
sobre o perfil inflamatério e oxidativo na sepse experimental em

camundongos na vida adulta.

3.2. Objetivos especificos

- Avaliar os efeitos da inflamacdo no periodo neonatal sobre o perfil
comportamental em camundongos adultos;

- Avaliar os efeitos da inflamacao no periodo neonatal sobre a
resposta inflamatdéria na sepse experimental em camundongos na vida
adulta;

- Avaliar os efeitos da inflamacao no periodo neonatal sobre o
estresse oxidativo e os complexos mitocondriais nha sepse experimental em
camundongos adultos;

- Avaliar possiveis diferencas sexuais nos efeitos em longo prazo da

inflamacgao no periodo neonatal.
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RESUMO

Introducdo: Diversos modelos experimentais tém sido utilizados para
demonstrar que intervencdes no inicio da vida podem gerar alteracoes
permanentes que perduram ao longo da vida. A administragao de
lipopolissacarideo (LPS) no periodo neonatal gera um estimulo imunoldgico
estressante capaz de alterar muitas respostas fisiolégicas ao estresse na
vida adulta.

Objetivo: Revisar a literatura acerca das influéncias, em longo prazo, que a
administracdo de LPS no periodo neonatal pode gerar na vida adulta em
modelos experimentais.

Materiais e métodos: O presente estudo consiste em uma revisao
integrativa da literatura com base na busca de artigos cientificos disponiveis
nas bases de dados Medline/PubMed e Science Direct, utilizando os
descritores neonatal programming, neonatal stress, neonatal LPS e neonatal
lipopolysaccharide. Foram incluidas publicagdes cuja tematica abordasse os
resultados da utilizagdo de LPS como estressor neonatal em protocolos
experimentais, sem limite de data.

Resultados: Foram selecionados 15 artigos que mostram modelos
experimentais em que a injecao de LPS em ratos neonatos causa
modificagdes funcionais da resposta do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal
(HPA) quando adultos, incluindo elevacdo nos niveis plasmaticos de
corticosterona. Ainda, ha diminuicdo das concentragdes circulantes de
citocinas pro-inflamatdrias, hiperalgesia, aumento na sensibilidade ao
estresse e aumento do comportamento de ansiedade e depressao.
Conclusao: Os resultados demonstram que a administragao neonatal de
LPS consiste em um modelo experimental efetivo de programming,
provocando uma série de alteragdes imunoldgicas e comportamentais na

vida adulta.

Palavras-chave: Recém-Nascido; Inflamagao; Ansiedade.
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ABSTRACT

Introduction: Several experimental models have been wused to
demonstrate that interventions early in life can lead to permanent changes
that persist throughout life. In this context, the administration of
lipopolysaccharide (LPS) in the neonatal period generates a stressful
immune stimulation, which is able to change many physiological responses
to stress in adulthood.

Objective: To review the literature about the long-term influences in the
adult life of the LPS administration during the neonatal period in
experimental models.

Materials and methods: This study consists of an integrative literature
review based on the search scientific articles available in the
Medline/Pubmed and Science Direct databases, using the following
keywords: neonatal programming, neonatal stress, neonatal LPS and
neonatal lipopolysaccharide. We have included manuscripts whose content
included the use of LPS as a neonatal stressor in experimental protocols,
without limits of date.

Results: We selected 15 articles demonstrating that experimental models
injecting LPS in neonatal rats results in functional modifications of the
hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis as adults, including increased
levels of plasma corticosterone. Indeed, there are decreased inflammatory
cytokine levels, hyperalgesia, increased sensitivity to stress and increased
anxiety and depression behaviors.

Conclusion: The results demonstrate that the neonatal LPS administration
consists of an effective experimental model of programming, leading to a

series of immunological and behavioral changes in adulthood.

Keywords: Newborn, Inflammation, Anxiety.
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INTRODUCAO

Diversos modelos experimentais tém sido utilizados para
demonstrar que intervencdes no inicio da vida, sejam elas pré ou neonatais,
podem gerar alteragdes permanentes que perduram ao longo da vida. O
conceito de programming tem sido desenvolvido para explicar o processo
pelo qual um organismo se adapta aos eventos ambientais através da
geracao de alteragbes estaveis no fenodtipo. Isto geralmente ocorre em
periodos iniciais de desenvolvimento, fazendo com que a exposicao a um
ambiente adverso possa perturbar o processo de proliferagao e
diferenciacao celular e tenha efeitos duradouros sobre a saude do
individuo®.

O estresse imune pré-natal induzido por lipopolissacarideo (LPS) ou
citocinas, aumenta a ingestao de comida em ratos e leva a obesidade e a
disturbios associados a sindrome metabdlica, como o aumento de leptina
sérica e resisténcia a insulina no adulto’. Também, modelos como a
manipulacdo no periodo neonatal tém sido amplamente estudados com a
descricdo de inumeras alteragoes, incluindo diminuicdo do medo ao explorar
ambientes novos?, resposta menos acentuada na secrecdo de

glicocorticoides*>, diminuicdo da funcdo reprodutiva®®’

, diminuicdo do
nimero de células no locus coeruleus®, reducdo da densidade de receptores
de angiotensina II na area pré-dptica medial e no nlcleo paraventricular®,
além de importante reducdo na funcao renal e nos mecanismos de
regulacdo do equilibrio hidroeletrolitico’®. De qualquer forma, independente
do modelo utilizado, parece bem estabelecido que intervengbes nestes
periodos importantes provoquem este efeito de programming, ou seja, uma
“marca” no desenvolvimento de diferentes sistemas que permanece ao
longo da vida.

Este parece também ser o caso de modelos que reproduzem
situacOes de inflamagao e/ou infeccdo durante o periodo neonatal e alteram
a responsividade de importantes sistemas na vida adulta’’. O periodo
neonatal é um estdgio muito importante no desenvolvimento neuroldgico®?,

é um periodo caracterizado por grande plasticidade e reorganizacdo!®. A
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administracdo de LPS no periodo neonatal gera um estimulo imunoldgico
estressante’® capaz de estimular a expressdo de citocinas e causar
alteracdes cerebrais em certas regides do hipocampo de ratos adultos'®,
além de ativar o eixo hipotdlamo-pituitaria-adrenal (HPA) em neonatos'®. J4
é sabido que a injecao de LPS em ratos neonatos causa elevagdes nos niveis
plasmaticos de corticosterona e aumenta a sensibilidade do eixo HPA
quando adultos, o que altera muitas respostas fisioldgicas ao estresse no
adulto'’. Além disso, a administracdo de LPS neonatal aliado a uma
exposicao estressante quando adulto resulta em aumento significativo no
comportamento de ansiedade®®.

A parte das evidéncias em modelos experimentais, nos seres
humanos, uma experiéncia adversa no inicio da vida, como negligéncia
emocional, pode levar a um aumento da probabilidade do individuo
desenvolver ansiedade, depressdao, doenca cronica ou mesmo vicio em
drogas na vida futura'®. Achados semelhantes foram demonstrados em
modelos de primatas com privagao parental ou social durante o periodo
neonatal, produzindo adultos socialmente desajustados, timidos, deprimidos
e com alteragdes na funcdo neuroimune e no eixo HPA'®, O periodo neonatal
€ uma fase importante do neurodesenvolvimento para a compreensao da
etiologia e da trajetéria do desenvolvimento de desordens
neuropsiquiatricas na vida adulta, como a ansiedade e a depressdo'?.

Assim, o entendimento das repercussdoes e mecanismos pelos quais
variagdes no periodo neonatal podem gerar alteracbes estaveis que
perduram ao longo da vida consiste em tema atual e de grande relevancia.
A alta prevaléncia de criancas que passam por situacdes adversas no
periodo neonatal, incluindo processos inflamatdrios, justificam a
preocupacao em conhecer os efeitos dessas intervengdes sobre a resposta a
situagdes adversas na vida adulta. Com base nisso, este estudo tem como
objetivo revisar a literatura acerca das influéncias, em longo prazo, que a
administracdao de LPS no periodo neonatal pode gerar na vida adulta em

modelos experimentais.
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MATERIAIS E METODOS

O presente estudo consiste em uma revisao integrativa da literatura
com base na busca de artigos cientificos disponiveis em diferentes bases de
dados. A busca eletrénica nas bases de dados Medline/PubMed e Science
Direct, que fornecem informacao técnico-cientifica de reconhecida
qualidade, foi realizada no més de junho de 2013 utilizando os
descritores/unitermos, em lingua inglesa, neonatal programming, neonatal
stress, neonatal LPS e neonatal lipopolysaccharide. Adotou-se como
critérios de inclusdo as publicacbes - sem limite de data - cuja tematica
abordasse os resultados da utilizacdo de LPS como estressor neonatal em
protocolos experimentais. Primeiramente, foram analisados titulos e
resumos dos resultados das buscas, sendo aqueles estudos que
contemplassem a tematica proposta selecionados, incluidos e lidos de forma
minuciosa. Foram excluidos da selecdo estudos realizados em seres
humanos e revisOes de literatura. A analise minuciosa seguiu referencial
tedrico, incluindo a leitura exploratoéria, seletiva, analitica e interpretativa do

material empirico®®.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Através das buscas realizadas e de acordo com os critérios descritos
anteriormente, foram selecionados e incluidos 15 artigos nesta revisao.
Estes sao tabulados na tabela 1, que apresenta os trabalhos que fazem uso
de LPS como indutor de programming neonatal.

A endotoxina LPS é um componente pirogénico imunologicamente
ativo da parede celular de bactérias gram negativas endémica a maioria das
espécies de mamiferos. Os vertebrados tém receptores especificos de LPS
na superficie de macréfagos, sendo que a administracdo de LPS imita a
resposta comportamental, neuroquimica e neuroenddcrina produzida pelo
sistema imune em resposta a infeccdo?®. Um Unico desafio com LPS tem
influéncia em longo prazo na resposta imunoldgica®!. Modelos experimentais
de indugao de programming fazem uso de uma aplicagao de LPS no

21721 gy décimo quarto**?* dia de vida. Outros estudos fazem duas

décimo
aplicacdes, nos dias 3 e 5%%>! ou nos dias 7 e 9°2 apds o nascimento. De
maneira geral, os trabalhos fazem uso de ratos Wistar, Long-Evans,
Fischer-344, Lister-hooded ou Sprague-Dawley.

Uma infeccao bacteriana, tal como a mimetizada pela aplicacao de
LPS, manifesta a resposta central a um desafio imunoldgico. Patdgenos
(como o LPS) se ligam a receptores toll-like (por exemplo, o receptor de
toll-like 4, TLR4) em mondcitos, macréfagos e adipdcitos. Esta ativacao
inicia uma cascata que contribui para a iniciagdo da resposta febril e
libertacdo local de prostaglandina E2 (PGE2) a partir do figado, que atua
sobre o vago causando elevacao inicial de glicocorticoides. Posteriormente,
ha fosforilagdo do inibidor IkB, liberando o fator nuclear NF-kB que é
translocado para o nlcleo, onde inicia a transcricdo de citocinas pro-
inflamatdrias, tais como a interleucina 1B (IL-1B), interleucina 6 (IL-6) e
fator de necrose tumoral a (TNF-a), bem como as citocinas anti-
inflamatdrias como o antagonista do receptor de IL-1 e interleucina 10 (IL-
10). As citocinas sdo liberados para a corrente sanguinea e estimulam a

enzima ciclooxigenase 2 (COX-2), conversora de acido araquidonico para

28



prostaglandina E2 (PGE2). Esta cascata culmina com febre e ativacdao do
eixo HPA na luta contra o patégeno invasor®.

Em relagdo ao estudo dos possiveis efeitos cumulativos de eventos
perinatais, parece haver necessidade de uma abordagem mais integradora.
Neste sentido, a utilizacdo de estratégias como um “duplo estimulo” fornece
uma plataforma a partir da qual se pode investigar a inter-relagao dindmica
entre multiplos mecanismos, postulando que um primeiro estimulo
(genético ou ambiental) durante periodos criticos do desenvolvimento
atrapalha a ontogenia dos sistemas neurais, que estabelece uma
susceptibilidade a um segundo estimulo na vida adulta’®. Animais adultos
submetidos a administracdo de LPS tém concentracdes circulantes das
citocinas proé-inflamatérias, IL-1B, IL-6 e TNF-a, significativamente
atenuadas quando tratados com LPS no periodo neonatal em comparacdo
aos controles no qual foi aplicado salina no principio da vida. Esta reducao
na producao de citocinas estd associada a reducao da fosforilacdo de IkB no
figado e baco, levando a diminuicdo da formacdao de NF-kB e consequente
reducao na ativacdo de prostaglandina E2 (catalisada pela COX-2) no
cérebro. Esta linha de raciocinio conduz a possibilidade de que estas
alteracdes possam ser devidas ao prejuizo no feedback negativo da
corticosterona. Os glicocorticoides modificam a expressdao de citocina,
principalmente por suas agbes sobre o NF-kB e eixo HPA*. Uma unica
aplicacdo de LPS durante o desenvolvimento impacta também no
processamento sensorial e doloroso em individuos adultos, levando a
diminuicao dos limiares nociceptivos e aumento das respostas a estimulos
dolorosos?*.

Uma resposta febril competente é parte crucial de defesa do
hospedeiro contra infecgdes, sendo essencial para a sobrevivéncia. A febre
tem um papel importante na potencializacdo das respostas imunoldgicas e
na alteracdo da temperatura oOtima para o crescimento patogénico
(diminuindo sua proliferagao). Por tal, diminuir a resposta febril apds a
infeccdo, como em casos de hipotermia na sepse, conduz a menor
sobrevida. Spencer?? mostra que o desafio imunoldgico com a administracdo

de LPS no periodo neonatal atenua a hipotermia e acentua a resposta febril
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em animais adultos submetidos a doses sépticas de LPS, mostrando uma
resposta positiva de adaptacao. Este dado conflita com outros trabalhos,
que mostram atenuac3o da febre na mesma situagdo®:.

Ainda, ao analisarem-se efeitos comportamentais, sabe-se que o
periodo neonatal é um estagio muito importante na compreensdo da
etiologia e da trajetéria do aparecimento de desordens neuropsiquiatricas
na vida adulta, como a ansiedade e a depressdo’®. Exposicdo neonatal de
LPS em roedores estd associada com o aumento do comportamento de
ansiedade, independente da exposicdo estressora no adulto!®. Ratos
neonatos tratados com LPS mostram um marcado aumento na sensibilidade
ao estresse quando adultos se comparados com controles tratados com
salina, mostrando efeito de programming do eixo HPA em longo prazo como
resposta ao estresse inicial. O mecanismo pelo qual o LPS desenvolve este
efeito ndo € completamente entendido, embora a administracdao de LPS
mimetize os eventos ocorridos durante o estresse infeccioso, incluindo
resposta febril, aumento da producao de citocinas como a IL-1B, IL-6 e
TNF-a pelo aumento na atividade da COX-2 e producdo de PGE2?°. E bem
estabelecido que o sistema imune é afetado pelo status neurolégico do
hospedeiro e também afeta a condicdo neuroldgica do individuo®, ou seja,
ha uma estreita interagdao entre os sistemas neuroenddcrino e neuroimune,
havendo comunicacdo bidirecional entre eles?*. Um problema no estudo das
consequéncias comportamentais da doenca é a dificuldade de separar os
efeitos do agente infeccioso em si dos efeitos da resposta imunoldgica a
este agente®°.

De maneira geral, o estresse é uma resposta interna ao estimulo ou
pressao que muda ou destrdi a homeostasia do organismo em resposta a
uma alteracdo ambiental’. O eixo HPA desempenha papel primordial na
regulacdo da funcdo metabdlica. Seu efeito constitutivo é importante
componente na resposta ao estresse’, de tal sorte que alteracdes neste eixo
hormonal sdao frequentemente associadas a disturbios de ansiedade e
depressdo, bem como a violéncia e agressdo®®. Animais expostos a
endotoxina durante a primeira semana de vida sdao mais responsivos ao

estresse quando adultos, mostrando aumento de hormonio
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adenocorticotropico (ACTH) e corticosterona, além de diminuicao de
receptores de glicocorticoides no hipotdlamo, cértex frontal e hipocampo?:.
Os glicocorticoides sao os primeiros mediadores no programming do eixo
HPA, sendo assim, seus receptores (responsaveis por seus efeitos) exercem
papel fundamental na resposta ao estresse. Em camundongos transgénicos,
a reducdo de 30-50% nos niveis de receptores, resulta em significante
desordem neuroenddcrina, metabdlica e imunoldgica®.

A doenca comportamental é um estado de motivacdao desencadeada
pela ativacao do sistema imune inato periférico, caracterizada por reducao
na atividade locomotora nos comportamentos exploratérios®®. Varios
modelos de estresse precoce em roedores, incluindo o estresse pré-natal e
pos-natal, tém sido desenvolvidos para o estudo dos mecanismos
neurobioldgicos de disturbios relacionados com ansiedade e depresséo.
Geralmente, o estresse precoce em animais aumenta o comportamento de
ansiedade e depressao, e € acompanhado por alteragdes funcionais do eixo
HPA?**. Quando adultos, ratos neonatais infectados com E. coli exibem certo
numero de alteragdes fisioldogicas e comportamentais, incluindo a
vulnerabilidade a deficiéncias cognitivas, reducdao da resposta da
corticosterona ao estresse e diminuicdo das interacbes sociais®’, sendo este
perfil particularmente aparente quando os animais sdo submetidos a um
evento estressor agudo adicional quando adultos. Uma das observacoes
mais consistentes é que a exposicdo ao LPS nos estagios iniciais de vida
resulta em prole que, na idade adulta, demonstra aumento no
comportamento de ansiedade e depressdao. Ademais, evidéncia recente
indica que estes resultados comportamentais nao estdao limitados aos
animais expostos isoladamente, mas tém sido mostrados ao persistirem
numa geragao subsequente de descendentes, carregados por uma linha
materna ou paterna dos animais previamente expostos ao LPS*°,

Com isso, esta revisao demonstra os efeitos gerados em longo prazo
pela administragdao neonatal de LPS. Este procedimento vem sendo utilizado
largamente na literatura como modelo experimental para estudo dos efeitos
do programming. Ratos submetidos ao desafio com LPS no inicio da vida

apresentam alteracdes imunoldgicas e comportamentais na vida adulta. O
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“duplo desafio” imunoldgico sugere alteragdes funcionais do eixo HPA, o que
propicia concentragoes circulantes das citocinas pro inflamatérias IL-1B, IL-
6 e TNF-a significativamente atenuadas, hiperalgesia, aumento na
sensibilidade ao estresse e aumento do comportamento de ansiedade e
depressdao. Um melhor conhecimento deste modelo e seus efeitos, a luz da
literatura atual, possibilita que se avance no entendimento dos mecanismos

do programming, propiciando melhor manejo de seus efeitos.
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TABELA 1 - Resumo dos principais estudos que fazem uso de LPS como indutor
de programming experimental neonatal.

Idade
Autor Ano Animal (c_llas)~ LPS (tlpo~e Principais achados
aplicagdao concentragao)
LPS
Aumento no peso corporal, aumento na
2 Sprague- injestdo de alimento, diminuicdo de
Iwasa et al. 2010 Dawley 10 100 ug/Kg citocinas no hipotalamo e aumento de
leptina sérica.
Sprague- Prevencdo da supressdo do hormonio
Iwasa et al.'” 2009 prag 10 100 pg/Kg luteinizante e atenuagdo do aumento
Dawley o : A
de citocinas hipotalamicas.
Prolongamento do ciclo estral,
21 Sprague- aumento na expressdo expressao
Iwasa et al. 2009 Dawley 10 100 pg/Kg hipotalamica de urocortina 2 e
receptores de corticotropina.
Spencer et 2010 Sprague- 14 Escherichia coli Redugao da hipotermia e aumento da
al.?? Dawley 100 pg/Kg hipertermia.
Kentner et 2010 Sprague- 14 Escherichia coli Diminuigdo de interleucina-6 sérica e
al.® Dawley 100 pg/Kg da expressdo hipotaldmica de COX-2.
o 2 Sprague- Escherichia coli Redugdo da expressao de COX-2 da
Boisse et al. 2005 Dawley 14 100 pg/Kg medula espinhal.
Salmonella
Walker et al.*®* 2009 Wistar 3e5 enterica 50 Aumento no comportamento de
ansiedade e de corticosterona.
pg/Kg
25 Sprague- Escherichia coli Diminuigao da kisspeptina
Knox et al. 2009 Dawley 3e5 50 ug/Kg hipotaléamica.
Tenk et al.26 2007 Long- 3e5 Escherichia coli Potencializagao d.a agdo da atl\fldade
Evans 50 ug/Kg locomotora do quimpirole em fémeas.
Sprague- Escherichia coli Aumento do horménio luteinizante
Li et al.?” 2007 Igavx?le 3e5 50 pg/K sérico e do receptor de corticotropina
Y H9/Kg pré-optica.
Aumento de corticosterona plasmatica,
Sprague- Salmonella diminuigdo de corticotropina e aumento
Shanks et al.?® 2000 3e5 enteritidis 50 e ; ,
Dawley /K de arginina-vasopressina em nucleo
HI/Kg paraventricular.
Aumento da corticosterona plasmatica,
Salmonella de interleucina-1 e do fator de necrose
Walker et al.*® 2010 Wistar 3e5 enterica 50 ”
tumoral-a no hipocampo quando
Hg/Kg estresse a
por contengao.
Aumento no comportamento de
Sominsky et Salmonella ansiedade, aumento da corticosterona.
al. 3 Y 2013 Wistar 3e5 enterica 50 Aumento do receptor de glicocorticoide
’ ug/Kg provavelmente por um estado de
resisténcia ao glicocorticdide.
Fischer- Salmonella
Walker et al.>* 2006 344 3e5 enteritidis 50 Atenuagdo da resposta febril.
H9/Kg
. 2 Lister- Escherichia coli Diminuigao da parvalbumina em cortex
Jenkins et al. 2009 hooded 7e9 500 pg/Kg pré-frontal.
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RESUMO

O objetivo deste estudo é avaliar os efeitos em longo prazo da inflamacao
no periodo neonatal sobre o perfil inflamatério e oxidativo na sepse
experimental na vida adulta. Aos 10 dias de vida, camundongos Balb/c
receberam diferentes tratamentos: nLPS, injecao i.p. de LPS (100 ng/Kg) ou
nSal, injecdo i.p. de solugdo salina. Quando adultos, foi avaliado o
comportamento de medo/ansiedade (labirinto em cruz elevada) e
administrada solugao salina ou LPS (i.p.). Apds 12 horas, foram coletados o
soro (citocinas inflamatoérias) e o figado (complexos mitocondriais e
estresse oxidativo). Houve aumento do comportamento de medo/ansiedade
no grupo nLPS. Os complexos II e II-III aumentaram nos machos nLPS-
salina quando comparados ao controle. A administracao de LPS nas fémeas
adultas provocou uma diminuicdo da atividade da enzima glutationa
reduzida. Nao houve diferencas em relagdo as citocinas inflamatorias. A
inflamagao no periodo neonatal foi efetiva na inducao do programming e o
metabolismo da cadeia respiratéria mitocondrial parece sofrer alteragdes

dependentes do sexo neste modelo.

Palavras-chave: estresse neonatal; lipopolissacarideo, comportamento,

complexos mitocondriais, citocinas.
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ABSTRACT

The purpose of this study is to evaluate the long-term effects of neonatal
inflammation on the oxidative and inflammatory status in the experimental
sepsis in adult life. On the tenth day after birth, Balb/c mice received
different treatments: nLPS, i.p. LPS injection (100 pg/kg) or nSal, i.p. saline
injection. As adults, the fear/anxiety behavior was evaluated (elevated plus
maze) and saline solution or LPS (i.p.) were administered. After 12 hours,
the serum (inflammatory cytokines) and the liver (mitochondrial complexes
and oxidative stress) were collected. There was an increase in the
fear/anxiety behavior in the nLPS group. The complexes II and II-III
increased in the nLPS-saline group when compared to the control. The LPS
administration in the adult females induced a decrease in the glutathione
enzyme activity. There were no differences in the inflammatory cytokines.
The inflammation in the neonatal period was effective to induce
programming and the metabolism of the mitochondrial respiratory chain

seems to be influenced in a sex-dependent manner in this model.

Keywords: neonatal stress; lipopolysaccharide, behavior; mitochondrial

complexes; inflammatory cytokines.
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1. Introducao

O periodo neonatal é um estagio muito importante no
desenvolvimento neuroldégico [1], € um periodo caracterizado por grande
plasticidade e reorganizagao [2]. Parece bem estabelecido que intervengoes
nestes periodos importantes provoquem efeito de programming, ou seja,
uma “marca” no desenvolvimento de diferentes sistemas que permanece ao
longo da vida. O conceito de programming tem sido desenvolvido para
explicar o processo pelo qual um organismo se adapta aos eventos
ambientais através da geracdo de alteracdes estaveis no fendtipo. Isto
geralmente ocorre em periodos iniciais de desenvolvimento, fazendo com
gue a exposicao a um ambiente adverso possa perturbar o processo de
proliferacao e diferenciacao celular e tenha efeitos duradouros sobre a
saude do individuo [3].

A administracdo de LPS no periodo neonatal gera um estimulo
imunoldgico estressante [4] capaz de estimular a expressdo de citocinas no
sistema nervoso central e causar alteragdes cerebrais em certas regidoes do
hipocampo de ratos adultos [5]. Postula-se que um primeiro estimulo
(genético ou ambiental) durante periodos criticos do desenvolvimento
atrapalha a ontogenia dos sistemas neurais, o que estabelece uma
susceptibilidade a um segundo estimulo na vida adulta [6]. Este “duplo
desafio” imunoldgico induz alteragdes funcionais do eixo hipotalamo-
pituitaria-adrenal (HPA), o que propicia concentracdes circulantes das
citocinas pré-inflamatorias IL-1B, IL-6 e TNF-a significativamente atenuadas
[7], hiperalgesia [8], aumento na sensibilidade ao estresse e aumento do
comportamento de ansiedade e depressao [9].

Diferencas sexuais na fisiologia e funcdo do sistema imune periférico
de vertebrados foram documentadas por décadas. Fémeas de muitas
espécies geralmente apresentam aumento da resposta imune e da
resisténcia a infeccdo em comparacao com machos. Estas diferencas entre
os sexos tém sido atribuidas, em grande parte, as agdes imunomoduladoras

de hormonios esterdides sexuais. Em geral, o estradiol exdgeno tem efeitos
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estimulantes na imunidade humoral, mas pode aumentar ou suprimir a
imunidade mediada por célula, dependendo da dose. A testosterona
exdgena geralmente deprime a imunidade tanto humoral como mediada por
células, aumentando a susceptibilidade a infeccdes bacterianas e virais.
Baseado na diferenca entre o numero de células gliais e os niveis de
moléculas do sistema imune entre machos e fémeas, é provavel que haja
efeitos sexo-dependentes na fungao do sistema neuroimune em resposta a
um desafio imunoldgico na fase inicial da vida, fazendo com que machos e
as fémeas possam apresentar respostas diferentes a ativacao neonatal do
sistema imunoldgico [10].

As mitocondrias sao a principal fonte de ATP celular sendo que sua
estrutura e funcao sao significativamente afetadas por processos
fisiopatolégicos associados com a resposta do hospedeiro a patdgenos
invasores. A disfuncdo orgénica que ocorre no curso da sepse tem sido
considerada como a consequéncia da parca disponibilidade de oxigénio
devido a distirbios hemodindmicos da macro e microcirculagdo. E
amplamente aceito que o comprometimento da fungdao mitocondrial
contribui significativamente para a faléncia de 6rgdos em pacientes sépticos
[11]. Além disso, a producdo mitocondrial de espécies reativas do oxigénio
(ERO) é aumentada durante a resposta inflamatéria da sepse. Tem sido
sugerido que as ERO mitocondriais podem regular os niveis de NF-kB nas
células imune, induzindo a resposta inflamatéria [12].

Considerando as evidéncias de que processos inflamatérios no
periodo neonatal podem gerar alteracdes estaveis, a alta prevaléncia de
situacdes adversas no inicio da vida e de estados graves na vida adulta,
como a sepse, justifica-se os esforcos na busca de dados relevantes ao
melhor entendimento e manejo dessas situacdes. Assim, o objetivo deste
estudo € avaliar os efeitos em longo prazo da inflamacdo no periodo
neonatal sobre o perfil inflamatério e oxidativo na sepse experimental na
vida adulta. Para isso, foram avaliadas a atividade dos complexos
mitocondriais, o estresse oxidativo, as citocinas inflamatodrias, além do perfil

comportamental e de diferengas sexuais em camundongos Balb/c.
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2. Materiais e Métodos

O trabalho foi realizado com camundongos Balb/c de laboratério
mantidos em ambiente de temperatura controlada (24+2°C), ciclo
claro/escuro de 12 horas, humidade entre 55 e 65% e com livre acesso a
agua e alimento. Os animais foram manipulados conforme o Guiding
Principles in the Care and Use of Animals do Conselho da Sociedade
Americana de Fisiologia. O protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comité
de Etica para Uso de Animais da Pontificia Universidade Catdlica do Rio
Grande do Sul sob o nimero 11/00233.

Para a realizacao de todos os experimentos em animais adultos,
houve inicialmente a divisdo em dois grupos conforme o tratamento do
animal no periodo neonatal. No décimo dia apds o nascimento, a ninhada foi
padronizada entre 5 e 8 animais e separada de sua progenitora por cinco
minutos. Neste tempo, igual numero de filhotes recebeu diferentes
tratamentos, os alocando em dois grupos: nLPS, recebeu 100 pL de solugao
100 pg/Kg de LPS (Escherichia coli sorotipo 0111:B4 Sigma-Aldrich
dissolvida em solugao salina - NaCl 0,9% - estéril) intraperitonelamente ou
nSal (controle) em que foi administrado 100 uL de solucdo salina estéril
também intraperitonealmente. Apds o procedimento, a ninhada retornou ao
convivio de sua progenitora até o 21° dia de vida quando do desmame.
Apds o desmame, os animais foram separados por sexo em caixas contendo
aproximadamente de 3 a 5 animais, e nenhuma intervencgao foi realizada

até o momento dos experimentos.

2.1. Peso

Aos 49 dias de vida os animais foram pesados e submetidos aos

experimentos que seguem.
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2.2. Cruz elevada

O aparato consiste em dois bragos abertos (30 x 5 cm) e dois bragos
fechados (30 x 5 x 15 cm) unidos equidistantemente de forma a produzir
um campo central em comum (5 x 5 cm). As paredes e a base foram
produzidas em material ndo abrasivo de cor preta e dista 66 cm do solo. O
animal foi colocado no campo central com a face voltada para um dos
bracos abertos e permaneceu no aparato por dez minutos. Foi avaliado a
distancia percorrida, o tempo dispendido em cada braco ou campo central e
o tempo de laténcia entre o inicio do teste e o ingresso do animal no braco
aberto. O teste foi registrado por gravacdo em video e analisado através do

software Any-Maze (Stoelting).

2.3. Sepse por LPS

Uma semana apds a analise comportamental, os animais foram
submetidos a administracdo intraperitoneal de solucdo salina ou LPS
(inducdo séptica de 20 mg/Kg [13]) em igual volume final, sendo
estratificados em quatro grupos experimentais: (i) nSal-Salina, animais que
receberam solucdo salina aos dez dias de vida e solucdo salina quando
adultos; (ii) nSal-LPS, animais que receberam solugao salina aos dez dias
de vida e LPS quando adultos; (iii) nLPS-Sal, animais que receberam LPS
aos dez dias de vida e solugao salina quando adultos; e (iv) nLPS-LPS,
animais que receberam LPS aos dez dias de vida e LPS quando adultos.

Apds 12 horas, os animais foram eutanasiados por decapitacdo para
coleta de sangue que se prestou para a mensuragao sérica de interferon
gama (INF-y), proteina quimiotatica de mondcitos 1 (MCP-1), fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), fator transformador de crescimento beta 1
(TGF-B1) e interleucina 6 (IL-6). Foi recolhido - por laparotomia - o figado
dos camundongos e rapidamente colocado em gelo. O 64rgao foi
homogeneizado (1:20 p/v) com tampao SETH (sacarose 250 mM, EDTA 2,0
mM, Trizma base 10 mM e heparina 50 UI/mL) pH 7,4 e centrifugado a 750

X g por 10 minutos. O sobrenadante foi acondicionado a -70°C até a
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dosagem de avaliacdo do estresse oxidativo, mensurando as substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), a glutationa reduzida (GSH), a
superéxido dismutase (SOD) e o 6xido nitrico (NO). Ainda no figado, foi
mensurada a atividade dos complexos mitocondriais II, II-III e IV. Para tal,
o tecido foi submetido a trés ciclos de congelamento a fim de expor o sitio

catalitico das enzimas mitocondriais.

2.3.1. Dosagem de TGF-1

A concentragdao de TGF-B1 foi dosada em soro utilizando kit
comercial de enzimoimunoensaio (R&D Systems, USA). O kit contém
anticorpos especificos monoclonais sensibilizados em placas de 96 pocos
que ligam TGF-B1. A coloracdo é detectada em 540/570 nm em leitora de
placa. Os resultados obtidos através de uma curva de calibracdo sdo

expressos em pg/mL.

2.3.2. Dosagem das citocinas

Multiplas citocinas circulantes séricas (IFN-y, TNF-a, IL-6 e MCP-1)
sao determinadas simultaneamente por citometria de fluxo utilizando o
Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Inflammation Kit (BD Biosciences) na
automagao FACSCanto II (BD Biosciences). Os resultados quantitativos
serao gerados pelo programa FCAP Array v1.0.1 (Soft Flow Inc.).

2.3.3. Dosagem das substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS)

A lipoperoxidagao resultante de lesdes na membrana celular causa
formacao de malondialdeido e outras substancias que aquecidas na
presenca de acido tiobarbiturico formam um composto rosado medido
espectrofotometricamente a 532 nm. Os reagentes utilizados sao o acido

tiobarbiturico 0,67%, acido tricloroacético 10% e alcool butilico [14].
2.3.4. Glutationa reduzida (GSH)

O acido metafosférico é adicionado as amostras e depois de

centrifugado, é adicionado tampdo fosfato pH 8,0, EDTA 5 mM e o-
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ftaldialdeido 1 mg/mL. A fluorescéncia é medida usando excitacdo e
emissao nos comprimentos de onda de 350 nm e 420 nm, respectivamente
[14].

2.3.5. Atividade da superodxido dismutase (SOD)

A técnica utilizada para determinar a atividade da SOD se baseia na
inibicdo da reacao do radical superdoxido (O,) com adrenalina, que é um
composto que se auto-oxida com a variacao de pH. Em meio basico, a auto-
oxidacdo da adrenalina gera O,". A SOD presente na amostra compete pelo
radical O,” com o sistema de deteccao. A oxidacao da adrenalina leva a
formacdo de um produto colorido, o adrenocromo, detectado
espectrofotometricamente. A atividade da SOD é determinada medindo a
velocidade de formagdo do adrenocromo, observada a 480 nm, em um meio
de reagao contendo glicina-NaOH (50 mM em pH 10,2) e adrenalina 60 mM
[15].

2.3.6. Dosagem de NO

A dosagem de NO é mensurada através da reacdao de Griess. O
reagente de Griess (uma mistura de N-(1-naftil) etilenodiamina
dihidrocloreto e sulfanilamida) resulta em um pigmento rosa que pode ser

determinado em espectrofotbmetro em 540 nm [15].

2.3.7. Atividade dos complexos mitocondriais

A atividade da succinato-2,6-dicloroindofenol (DCIP)-oxidoredutase
(complexo II), succinato:citocromo c oxidoredutase (complexo II-III) e
citocromo c¢ oxidase (complexo IV) foram analisadas conforme técnicas

previamente descritas [16].
2.5. Analise estatistica
Os resultados sao expressos em média + erro padrao da média

(EPM) ou em percentual sobre o controle. Foi utilizado o teste de Shapiro-

Wilk para averiguar normalidade dos dados. As amostras foram processadas
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por anadlise de variancia de uma via (ANOVA) e pods-teste de Bonferroni.
Para os parametros comportamentais utilizou-se o teste de t de Student.
Em todos os casos, os resultados foram considerados estatisticamente
significativos quando p<0,05. Todas as anadlises foram realizadas utilizando

o software SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) versao 17.0.
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3. Resultados

Quando adultos, os animais foram submetidos a pesagem. Nenhuma
diferenca foi encontrada na comparagdao entre os grupos dentro do mesmo
sexo. Os machos pesaram em média 24,56+0,23 g e 24,76+0,16 g nos
grupos nSal e nLPS, respectivamente. As fémeas tém peso, em média, de
20,55+0,36 g e 20,14+£0,30 g nos mesmos respectivos grupos.

A andlise comportamental no aparato de cruz elevada é mostrada
na tabela 1. Os machos submetidos ao programming apresentaram maior
tempo no braco fechado (p<0,014) e menor tempo no campo central
(p<0,034) quando comparados ao grupo nSal. As fémeas, além destes
mesmos achados (p<0,018 no braco fechado e p<0,037 no quadrante
central), ainda permaneceram menor tempo no braco aberto (p<0,021). Os
parametros de distancia total percorrida e laténcia para entrada no braco
aberto nao mostraram diferengas entre os grupos.

A figura 1 mostra os resultados obtidos na atividade hepéatica dos
complexos mitocondriais II (machos em 1A e fémeas em 1B), II-III
(machos em 1C e fémeas em 1D) e IV (machos em 1E e fémeas em 1F) nos
diferentes grupos experimentais. Houve aumento significativo dos
complexos II (p<0,023) e II-III (p<0,013) nos animais desafiados com LPS
no periodo neonatal que receberam solucdo salina quando adultos (grupo
nLPS-Sal) quando comparados ao controle que recebeu solugao salina aos
10 dias de vida e na vida adulta. Tal achado é evidenciado somente nos
camundongos machos (figura 1A e 1C) e indica um efeito de longo prazo na
administracdo de LPS neonatal.

Na andlise do estresse oxidativo, ndo encontramos variacdo na
determinacao de TBARS hepatico nos diferentes grupos analisados como
mostrado na figura 2A e 2B. Ha, contudo, aumento significativo (p<0,002
em machos; p<0,001 em fémeas) de SOD nos animais submetidos a
aplicacdo de LPS na vida adulta independente do tratamento neonatal
(figura 2C e 2D) quando comparados aos grupos que receberam solugao
salina na idade adulta. A administracdgo de LPS nos animais adultos

provocou uma diminuicdao (p<0,001) da atividade da enzima GSH nas
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fémeas. No entanto, este efeito ndo foi demonstrado em machos, indicando
diferengas sexuais na regulacao desta resposta.

A figura 3A e 3B mostra o aumento do NO nos camundongos
desafiados com LPS na vida adulta quando comparados aos que receberam
solucdo salina na fase adulta, mostrando a resposta inflamatéria do
organismo a endotoxemia tanto em machos (p<0,001) quanto em fémeas
(p<0,001). Os mesmos grupos supracitados demonstram diminuicao
estatistica da citocina anti-inflamatéria TGF-B1 (figura 3C e 3D) em machos
(p<0,001) e em fémeas (p<0,001).

Os marcadores TNF-a (figura 4A p<0,001; e 4B p<0,001), IL-6
(figura 4C p<0,001; e 4D p<0,001), INF-y (figura 5A p<0,001; e 5B
p<0,001) e MCP-1 (figura 5C p<0,001; e 5D p<0,001) mostram aumento
significativo nos grupos submetidos a acdo do LPS na fase adulta em
comparacdo aos animais que receberam solugdao salina estéril na mesma
época da vida. Os achados ocorreram independente do tratamento neonatal

ou do sexo.
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4. Discussao

Este trabalho mostra pela primeira vez um modelo de programming
neonatal por LPS em camundongos, através do efetivo emprego do estresse
imunolégico na fase inicial da vida como indutor de alteracdes
comportamentais em animais adultos. Além disso, exploramos o0s seus
efeitos no estresse oxidativo hepatico e no perfil das citocinas sistémicas
nos animais submetidos a um segundo estimulo com LPS.

Nosso estudo mostra que a administracao neonatal de LPS nao afeta
0 peso corporal em camundongos adultos de ambos os sexos. Corroborando
com nosso trabalho, Spencer [17] mostra nao haver qualquer diferenciacao
de peso em ratos submetidos a solucdo de LPS 100 mg/Kg no periodo
neonatal mesmo em trés diferentes dias (3, 7 ou 14) de inducdo de
programming. A literatura é contraditoria sobre este aspecto. Iwasa et al
[18] mostra aumento do peso corpdéreo, da ingestdao de alimento e da
concentracdo de leptina sérica em ratos adultos submetidos a administracao
de LPS no periodo neonatal (décimo dia de vida). Indica, contudo, que o
mecanismo pelo qual estes eventos acontecem permanece obscuro, e que é
controverso também o modo como o estresse imune neonatal afeta a
regulagao de peso corporal no adulto.

Para avaliagdo comportamental dos animais expostos ao LPS no
periodo neonatal, foi empregado o aparato da cruz elevada. Este teste é um
dos mais utilizados testes de comportamento na pesquisa de medo e
ansiedade, sendo baseado no conflito entre a exploragao e a aversao
natural que roedores tém a espacos abertos e elevados [19]. Um
comportamento tipico de ansiedade é o maior tempo de permanéncia nos
bracos fechados da cruz elevada [20]. Notadamente, os camundongos
desafiados com endotoxina aos 10 dias de vida priorizam o0s espacos dos
bracos fechados em detrimento dos bracos abertos ou do quadrante central,
demonstrando a efetividade do modelo experimental de programming em
camundongos Balb/c. Este tipo de roedor ainda ndao havia sido contemplado

pela literatura neste sentido. E conveniente salientar que ndo encontramos
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alteracao na distancia percorrida pelo animal no aparelho se comparado ao
grupo controle, demostrando ndao haver comprometimento locomotor ou
diminuicdo de atividade exploratéria. Uma das observagdes mais
consistentes é que a exposicdo ao LPS nos estagios iniciais de vida resulta
em prole que, na idade adulta, demonstra aumento no comportamento de
ansiedade e depressdo [20]. Animais expostos a endotoxina durante a
primeira semana de vida sao mais responsivos ao estresse quando adultos,
mostrando aumento de hormonio adenocorticotropico (ACTH) e
corticosterona, além de diminuicdo de receptores de glicocorticoides no
hipotalamo, cortex frontal e hipocampo [21]. O eixo HPA desempenha papel
primordial na regulacdao da funcao metabdlica, seu efeito constitutivo é
importante componente na resposta ao estresse [3], de tal sorte que
alteracdes neste eixo hormonal sdo frequentemente associadas a disturbios
de ansiedade e depressao, bem como a violéncia e agressao. Ademais,
evidéncia recente indica que estes resultados comportamentais nao estdo
limitados aos animais expostos isoladamente, mas tém sido mostrados ao
persistirem numa geracao subsequente de descendentes, carregados por
uma linha materna ou paterna dos animais previamente expostos ao LPS
[20].

A sepse e suas consequéncias sao a causa mais comum de morte
nas unidades de terapia intensiva [22] apesar do avanco no
desenvolvimento de antibiéticos potentes e no progresso do manejo e
tratamento de pacientes nestas unidades [23]. A administracao de LPS
experimentalmente em animais é utilizada como um modelo para o choque
séptico induzido por bactérias gram-negativas [24]. A sepse causa lesdo
celular endotelial generalizada a partir da inflamagao descontrolada e da
faléncia de multiplos 6rgaos [22]. Evidéncias sugerem uma reacao
inflamatoéria macica resultante da liberagdo sistémica de citocinas como
caminho subjacente a sepse [25]. Frequentemente, a resposta inflamatdéria
as lesdes severas acaba gerando dano aos tecidos normais [26]. Sabendo
que as espécies reativas de oxigénio desempenham papel importante no
desenvolvimento da faléncia multipla dos 6rgdos e choque séptico [27],

decidimos investigar os efeitos do programming neonatal sobre os
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complexos mitocondriais e sobre os marcadores de estresse oxidativo em
modelo de sepse experimental.

A mitocondria € uma organela intracelular existente na maioria das
células eucaridticas, desempenhando importante papel na producdo de ATP
celular. Ela esta envolvida na homeostasia celular, tendo importante papel
na sinalizacdo intracelular, apoptose, metabolismo de aminoacidos, lipidos,
colesterol, esterdides e nucleotideos. Contudo, a sua principal funcdo é no
metabolismo energético, B-oxidacdo dos acidos graxos, ciclo da ureia e na
via final comum de producao de ATP - cadeia respiratéria [28]. Quatro
complexos ligados a membrana mitocondrial formam a cadeia respiratéria
gue sequencialmente transfere elétrons através de uma série de doadores e
receptores, tendo o oxigénio como aceptor final [29]. Estes constituintes,
bem como o complexo V (ATP sintetase) formam o sistema de fosforilagao
oxidativa, que fornece o ATP necessario a célula. Este sistema é o
mecanismo final de todas as vias metabdlicas para a producdo de energia e
qualquer alteracdo na cadeia respiratoria mitocondrial tem consequéncias
nesse sistema [28]. Nosso trabalho mostra que ndao ha diminuicdo da
atividade das cadeias mitocondriais nos grupos estudados. Pelo contrario,
parece haver um efeito protetor basal - em animais ndo sépticos - do
programming neonatal por aumentar significativamente a atividade dos
complexos II e II-III dos camundongos que receberam LPS no primeiro
periodo de vida em relagao aqueles em que foi administrado solugao salina.
Tal evento sé ocorre nos animais machos, mostrando que este efeito
benéfico no aumento da capacidade de fosforilagdo oxidativa pode ter
influéncia de hormbnios sexuais. Segundo a literatura, a funcgao
mitocondrial se encontra reduzida em pacientes com estado de sepse,
resultando deplecdo de ATP e, eventualmente, necrose celular [12]. Nosso
estudo conflita com tal, pois nao evidenciamos diminuicao da atividade dos
complexos mitocondriais nos grupos sépticos. E importante salientar que o
modelo experimental de sepse por LPS pode distinguir, em alguns aspectos,
da sepse clinica ou de outros modelos de inducdo. Ademais, os marcadores
envolvidos sdo dindmicos e, uma Unica analise em 12 horas apds o evento

indutor, pode nao refletir toda a teia bioldgica envolvida na disfuncdo.
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As mitocOndrias sdo uma importante fonte fisiolégica de ERO, que
sao gerados devido a redugao incompleta do oxigénio durante a respiracao
mitocondrial normal. As ERO sao geradas em quantidades excessivas sob
certas condicOes patoldgicas, atuando como mediador da via de sinalizagao
apoptotica. Sob condigdes fisioldgicas normais, as mitocondrias contém
niveis suficientes de antioxidantes que evitam a geracao de ERO e danos
oxidativos. No entanto, em circunstédncias em que ha excessiva producao
mitocondrial de ERO ou quando os niveis de antioxidantes estdao esgotados,
o dano oxidativo mitocondrial ocorre [30]. A disfuncdo mitocondrial tem
sido demonstrada em modelos animais de sepse. Além disso, ja foi
demonstrado dano estrutural mitocondrial hepatico, estado redox alterado e
deplecao de antioxidantes em pacientes que morreram de sepse grave
relacionada a gravidade da faléncia de 6rgdos. A ligacdo entre a sepse e
dano mitocondrial tem sido descrita em varias avaliagdes. Danos causados
pelo estresse oxidativo mediado pela mitocondria, portanto, parece ser
fundamental para a fisiopatologia da insuficiéncia de 6rgdaos na sepse,
sugerindo um papel terapéutico dos antioxidantes [31]. Num primeiro
momento, nosso estudo mostra nao haver descompensacdao mitocondrial
por nao diminuir a atividade dos complexos analisados em nenhum dos
grupos sépticos experimentais e, ademais, mostramos que por isso nao ha
efeito na formagao de TBARS. Este marcador nao encontra-se alterado em
nenhum grupo séptico deste estudo. O malondialdeido (determinado pelo
TBARS) é um produto da peroxidacgao lipidica induzida pelo excesso de ERO
e largamente utilizado como um marcador de estresse oxidativo [13].
Contudo, ao analisarmos a SOD, nota-se claramente o aumento de sua
atividade nos animais submetidos a dose séptica de LPS. Varios sistemas
antioxidantes enddgenos interagem dentro da mitocondria para proteger
contra danos causados por ERO, como por exemplo, a SOD [31]. No geral,
os sistemas de defesa antioxidantes enddgenos proporcionam homeostase
eficaz no que diz respeito aos niveis de ERO dentro da célula supressora,
bem como dentro da mitocondria [32]. Parace haver, portanto, o efeito
benéfico de aumento do mecanismo protetor. Sugerimos a hipotese de que

0 estresse oxidativo existe, mas ndo ha deteccao de alteracao dos niveis de
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TBARS pelo aumento compensatério e protecionista da SOD, o agente anti-
oxidante. Nosso trabalho mostra também, que o programming neonatal ndo
gera diferenca significativa nos parametros de estresse oxidativo
analisados.

Na fisiologia normal, ERO e antioxidantes permanecem em
equilibrio, sendo que qualquer perturbacdo que gere abundancia de ERO
resulta em estresse oxidativo e danos as células, tecidos e 6rgaos. Para
equilibrar o dano induzido por ERO, as células tém uma variedade de
antioxidantes (GSH e SOD, por exemplo) que sao eliminadores bem
conhecidos de espécies reativas de oxigénio que impedem a peroxidacao
lipidica [33]. Em nosso trabalho encontramos diferentes comportamentos
da GSH em relagao ao sexo. Nao encontramos diferengas entre os grupos
experimentais quando em animais machos, contudo, os camundongos
fémeas submetidos a sepse apresentaram diminuicdo nos niveis de GSH.
Parece haver, portanto, uma influéncia hormonal nos efeitos sobre este
parametro. Ja foi reportado menor quantidade de GSH em tecido hepatico
de ratos fémeas comparado com machos [34]. E sabido que a GSH cerebral
aumenta com o envelhecimento em ambos os sexos e é elevada em fémeas
em comparagao com ratos machos, sendo que no cérebro de fémeas, a
atividade da GSH é provavelmente modulada diretamente por alteracdes
relacionadas ao estrogénio [35]. Os hormonios sexuais tém efeito regulador
sobre a atividade das enzimas antioxidantes do estresse oxidativo, sendo
gue o estrogénio afeta positivamente este sistema [34]. Por outro lado, ndo
foi evidenciado efeito do programming neonatal na determinacao da GSH.

Além da produgdo de ERO, a cadeia respiratéria mitocondrial pode
produzir éxido nitrico (que por si sé tem um elétron ndo emparelhado e &,
portanto, um radical livre) e outros subprodutos de O6xido nitrico, as
espécies reativas de nitrogénio [31]. O NO desempenha papel importante
na inflamacdo [36], sendo que sua producdo é aumentada durante a sepse
[31]. ApOs a aplicacdo de LPS, grandes quantidades dos mediadores pré-
inflamatdrios, NO e prostaglandina E2 (PGE2), sdao gerados pela o6xido
nitrico sintase induzida e pela ciclooxigenase 2 (COX-2), respectivamente

[37]. Corroborando com isso, nossos experimentos mostram o aumento
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significativo na mensuracdao de NO nos grupos de animais submetidos a
sepse por LPS. Nao houve, contudo, qualquer modificagdo em comparagao
aqueles animais que foram submetidos a aplicacdo de LPS no periodo
neonatal. Considerando que a sepse constitui uma resposta sistémica a
infeccdo, esta resposta engloba ambas as fases pré e anti-inflamatorias,
gque sdo marcadas pela geracdo sequencial de citocinas pré e anti-
inflamatorias [24], ja que a inflamagao - e o subsequente dano tecidual - é
um processo dinamico, que é acionado por diversos mediadores [12]. Para
avaliacdo deste perfil inflamatério, buscamos a mensuragcao de citocinas
importantes na resposta sistémica a infeccdo séptica. Quando se considera
a imunopatofisiologia da sepse, parece importante reconhecer que a fase
precoce da doenca é caracterizada por libertacdo macica e descontrolada de
mediadores endégenos (TNF-a, IFN-y, IL-1 e IL-6) em resposta ao estimulo
infeccioso [38,39]. Ademais, estudos mostram o aumento de MCP-1 em
modelos animais de sepse [40]. Neste sentido, encontramos concentragoes
elevadas de citocinas séricas nos animais submetidos a infecgdo sistémica.
Revelamos ainda que o aumento nos valores de TNF-q, IL-6, INF-y e MCP-1
nao sao alterados pelo programming neonatal. Estudos anteriores em ratos
Sprague-Dawley mostram concentragdes circulantes das citocinas pro-
inflamatorias TNF-a, IL-6 e IL-1pB significativamente atenuadas em animais
adultos duplamente tratados com LPS (no décimo quarto dia de vida e em
idade adulta) em comparacao aos controles [41]. Contudo, é interessante
notar que os niveis de citocinas em ratos Fischer 344 adultos ndo sao
atenuadas (tratados por LPS no terceiro e quinto dias apds o nascimento e
na idade adulta) [42], indicando que mecanismos especificos podem estar
ligados a dose, idade ou tipo de animal envolvido [7].

A partir de um determinado momento da sepse, passa-se a
evidenciar mecanismos na tentativa de regulacao anti-inflamatéria. A
liberacdo de mediadores anti-inflamatérios (como IL-10 e TGF-B), podem
induzir uma resposta anti-inflamatéria contra-regulatéria levando a uma
alteracao no perfil de expressao de citocinas em um grande numero de
células do sistema imunoldgico. Pode-se especular que isso ocorre como

uma medida de protecdo, sempre que a infeccao local ndo pode ser
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suficientemente controlada [38]. A resposta do TGF-B desempenha papel na
reparacao do tecido e resolugao de inflamagdo, demonstrando promocgdo de
varios efeitos anti-inflamatoérios [43]. Os resultados encontrados pelo nosso
estudo mostram diminuicdo do TGF-B1 em animais sépticos independente
do estimulo neonatal. Apesar de um estudo mostrar queda nao significativa
de TGF-B em 24 horas apds a administracdo de LPS [44], o decréscimo
desta citocina conflita com a literatura, que demonstra aumento dos seus
niveis. E conveniente salientar que ha flutuacdo das concentraces séricas
das citocinas conforme o estagio da sepse, e uma Unica avaliacdo em 12
horas pode refletir um estado de inflamagao macica.

Assim, em conjunto, os resultados do presente estudo indicam que
a inflamagdo no periodo neonatal foi efetiva na indugdo do programming em
camundongos Balb/c, evidenciado pelo aumento do comportamento de
medo e ansiedade. O metabolismo da cadeia respiratéria mitocondrial
parece ser influenciado pela inflamacdo neonatal em animais machos.
Influéncias da modulacdo de hormonios sexuais podem ter papel em alguns
destes efeitos e merecem ser estudados com mais detalhes. Por outro lado,
o estresse neonatal por LPS parece ndo alterar o perfil inflamatério das
citocinas no modelo de sepse experimental. Estudos adicionais avaliando
diferentes janelas temporais apds inducao de sepse poderiam contribuir

para um melhor entendimento sobre este tema de reconhecida importancia.
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Tabela 1. Avaliagao comportamental dos grupos experimentais no aparato

de cruz elevada.

Machos Fémeas
nSal nLPS nSal nLPS
Brago fechado (s) 350,2+28,1 438,4+19,1* 344,5+62,2 470,3+12,8*
Campo central (s) 189,4+25,7 120,5+17,6* 189,9+38,1 116,8+12,5%*
Brago aberto (s) 60,3+6,3 41,1+8,9 65,5+27,2 12,9+4,3*
Distancia (m) 12,7+0,8 12,5+0,9 9,9+1,6 14,0+1,5
Laténcia (s) 18,2+10,9 73,4+28,15 9,3%4,5 33,1+11,5

nSal: administracdo de solugdo salina no décimo dia de vida; nLPS: administragdo de LPS no décimo dia

de vida; laténcia: tempo entre o inicio do procedimento e o ingresso do animal ao braco aberto. Dados

expressos em média £ EPM. *p<0,05 quando comparado ao grupo nSal no mesmo sexo. n = 8-18.
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Figura 1. Atividade dos complexos mitocondriais II (machos em A e fémeas
em B), II-III (machos em C e fémeas em D) e IV (machos em E e fémeas
em F) hepatico nos grupos experimentais. nSal: administracdo de solucdo
salina no décimo dia de vida; nLPS: administracao de LPS no décimo dia de
vida. Dados expressos em % sobre o controle £ EPM. *p<0,05 quando

comparado ao grupo nSal-Salina. n = 5-11.
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Figura 2. Determinacao de TBARS (machos em A e fémeas em B), SOD
(machos em C e fémeas em D) e GSH (machos em E e fémeas em F)
hepatico nos grupos experimentais. nSal: administracdo de solucdo salina
no décimo dia de vida; nLPS: administracdo de LPS no décimo dia de vida.
Dados expressos em % sobre o controle £ EPM. Letras distintas indicam

diferencas significativas (p<0,05). n = 5-11.
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Figura 3. Determinacao de NO (machos em A e fémeas em B) hepatico

expresso em % sobre o controle £ EPM e TGF-B1 (machos em C e fémeas

em D) sérico expresso em média £ EPM nos grupos experimentais. nSal:

administracao de solugdo salina no décimo dia de vida; nLPS: administracao

de LPS no décimo dia de vida.

significativas (p<0,05). n = 5-11.
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Figura 4. Concentracao sérica de TNF-a (machos em A e fémeas em B) e IL-
6 (machos em C e fémeas em D) nos grupos experimentais. nSal:
administracao de solucgdo salina no décimo dia de vida; nLPS: administracao
de LPS no décimo dia de vida. Dados expressos em média + EPM. Letras

distintas indicam diferengas significativas (p<0,05). n = 5-11.
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Figura 5. Concentracao sérica de INF-y (machos em A e fémeas em B) e

MCP-1 (machos em C e fémeas em D) nos grupos experimentais. nSal:

administracao de solugao salina no décimo dia de vida; nLPS: administragao

de LPS no décimo dia de vida. Dados expressos em média + EPM. Letras

distintas indicam diferengas significativas (p<0,05). n = 5-11.
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Capitulo IV

Conclusao



Conclusao

Em conjunto, esta tese revisa e desmembra um modelo de estudo
experimental animal no entendimento dos efeitos a longo prazo do estresse
no periodo neonatal. Apesar de, a luz da literatura atual, permanecer
obscuro os mecanismos fisioldgicos precisos que levam ao programming, a
indugao desta marca em roedores utilizando-se LPS neonatal apresenta
evidéncias sélidas, demonstrado, entre outros, pelas alteracdes funcionais
estaveis do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal. Além disso, os resultados do
presente estudo indicam que a inflamacdo no periodo neonatal foi efetiva na
indugao do programming em camundongos Balb/c, evidenciado pelo
aumento do comportamento de medo e ansiedade. O metabolismo da
cadeia respiratoria mitocondrial parece ser influenciado pela inflamacao
neonatal em animais machos. Por outro lado, diferengcas encontradas entre
machos e fémeas demonstram que a influéncia da modulagao de hormdnios
sexuais podem ter papel em alguns destes efeitos. Ainda, o estresse
neonatal por LPS parece nado alterar o perfil inflamatério das citocinas no
modelo de sepse experimental utilizado. Futuros esforcos avaliando
diferentes janelas temporais apds inducdo de sepse poderiam contribuir

para um melhor entendimento sobre este tema de reconhecida importancia.
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