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RESUMO

A exposicao aos maus-tratos na infancia (MTI), incluindo diferentes formas de abuso e
negligéncia, estd associada com repercussdes em longo prazo na salde do individuo. Os
primeiros anos de vida de um individuo caracterizam-se por rdpido desenvolvimento
neurobioldgico e psicoldgico, portanto os MTI sdo considerados importantes fatores de risco
para danos psicolégicos e aumento da vulnerabilidade para transtornos de humor. Acredita-se
que, alteragcdes em mecanismos de resposta ao estresse, incluindo os sistemas neuroenddcrino
e imunoldgico/oxidativo, estejam envolvidas neste processo. Diante disto, investigar os efeitos
da exposicdo aos MTI no adolescente saudavel pode ajudar a identificar padrdes de
vulnerabilidade para transtornos de humor na idade adulta. Os objetivos da tese apresentada
sao: 1) investigar os efeitos neuroimunoenddcrinos e oxidativos da exposicdao aos MTI em
adolescentes saudaveis sem transtorno de humor e 2) analisar os efeitos do estresse precoce
em modelo animal através do protocolo de separacdo materna (SM) no desempenho cognitivo
e parametros imunoldgicos/oxidativos. Para avaliagdo do primeiro objetivo, foram recrutados
trinta adolescentes saudaveis com histdrico de MTI e vinte e sete adolescentes saudaveis sem
historia de MTI como grupo controle. Amostras de sangue, plasma e cabelo foram obtidas de
todos os participantes. Linfocitos foram isolados e estimulados in vitro para identificar subtipos
linfocitarios, citocinas Th1/Th2/Th17, vias de sinalizagdo intracelular MAPKs e NF-kB, bem como
a sensibilidade dos linfocitos ao dexametasona, por citometria de fluxo. Ainda, os niveis de BDNF
plasmatico e cortisol capilar foram avaliados pela técnica de ELISA. Os adolescentes com MTI
apresentaram um aumento na porcentagem das células T ativadas (CD3+CD4+CD25+ e
CD3+CD69+) e células T senescentes (CD8CD28- e CD4+CD28-), além de reducdo em células NK
(CD3-CD56+) e células NKT (CD3+CD56+). Além disso, os linfécitos de adolescentes expostos aos
MTI apresentaram maior resisténcia ao glicocorticoide dexametasona in vitro. Também
evidenciamos alteracGes em rotas de sinalizacdo intracelular, observada por aumento na
fosforilagdo de ERK1/2 e NF-kB em células T CD8+, e aumento de citocinas como IL-2, IFN-y and
IL-17 apds MTI, confirmando um perfil de ativagdao imune celular. Aumento dos niveis de cortisol
capilar juntamente com a reducdo das concentracdes de BDNF plasmatico foi detectado nos
adolescentes expostos aos MTI, refletindo os efeitos a longo prazo do estresse crénico em
parametros neuroenddcrinos. Ainda, um desequilibrio entre os marcadores de dano oxidativo e
defesas antioxidantes foi encontrado nos adolescentes com histérico de MTI. Em relagdo ao
segundo objetivo, os resultados do estudo experimental demonstraram que a SM causou
altera¢des de memdria, perda de parvalbumina e aumento de citocinas pré-inflamatérias (TNF-
o) no plasma deanimais adolescentes. Apds a intervencdo do ambiente enriquecido foi possivel
reverter os prejuizos de memoria e a inflamacdo causados pela exposicao a SM. Concluindo,
nossos resultados indicam que a exposicdo ao estresse durante a infancia altera a resposta
neuroimunoenddcrina e oxidativa em modelo animal e humano. Deste modo, compreender de
gue forma os MTI modulam o sistema nervoso, enddcrino e imune e como estes sistemas
interagem entre si para alterar precocemente as respostas fisioldgicas da crianca e do



adolescente saudavel pode auxiliar no aumento de agGes preventivas contra o desenvolvimento
de doencas inflamatdrias crénicas e transtornos de humor na idade adulta.

Palavras-chave: Maus-tratos na infancia, eixo HPA, BDNF, ativagao imunoldégica.

ABSTRACT

Childhood maltreatment (CM) exposure, including physical, sexual and psychological abuse, as
well as physical or emotional neglect, is associated to long-term effects on mental health. The
individual’s earlier years of life are characterized by rapid neurobiological and psychological
development; therefore, CM is considered an important risk factor for psychological impairment
and increased vulnerability to mood disorders. It is well established that alterations in the stress
response systems, such as the immune and neuroendocrine systems are involved in this process.
Based on this, investigating the effects of CM exposure in healthy adolescents can help to
identify patterns of vulnerability to mood disorders in adulthood. The main objectives are: 1) to
investigate the effects of CM exposure in neuroimunoendocrine and oxidative parameters in
healthy adolescents without mood disorder; 2) to analyze early life stress effects in an animal
model of maternal separation (MS) in cognitive performance, immune and oxidative
parameters. The first study recruited thirty healthy adolescents reporting CM and twenty-seven
healthy adolescents with no history of CM as control group. Blood, plasma and hair samples
were obtained from all participants. Lymphocytes were isolated and stimulated in vitro to
evaluate lymphocyte subsets, Th1/Th2/Th17 cytokines, mitogen-activated protein kinase
(MAPK) and nuclear factor kappa B (Nfkb) signaling pathways as well as lymphocyte sensitivity
to dexamethasone by flow cytometry. Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) and hair
cortisol were assessed with enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA). Increased
percentage of activated T cells (CD3+CD+CD25+ and CD3+CD69+) and senescent T cells
(CD8+CD28- and CD4+CD28-), as well as a reduction of NK cells (CD3-CD56+), and NKT cells
(CD3+CD56+) were observed in healthy adolescents exposed to CM. Also, it was observed an
increase of intracellular signaling through increased phosphorylation of ERK1 / 2 and NF-kB and
increased cytokine production, such as IL-2, IFN-y and IL-17 following CM, suggesting increased
cellular activation. Increased hair cortisol levels along with increased lymphocyte resistance to

glucocorticoids in vitro, as well as low BDNF concentrations were observed in CM, reflecting the
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chronic stress effects on neuroendocrine parameters. The second study showed cognitive
impairment, loss of parvalbumin and increased pro-inflammatory cytokines (TNF-a) peripherally
following MS. The intervention of the enriched environment was effective in reversing memory
damage as well as inflammation caused by MS. In conclusion, our results suggest that CM alter
neuroimunoendocrine and oxidative responses in both, animal and human models. Thus, the
understanding of the underlying mechanisms by which CM modulates the central nervous
system, endocrine, and immune system and how these systems interact to alter the
physiological responses of children and healthy adolescents, may help to increase preventive
actions against the development of chronic inflammatory diseases and mood disorders in

adulthood.

Keywords: Childhood maltreatment HPA axis, BDNF, immune activation.
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1. Introducao

A exposi¢do aos maus-tratos na infancia (MTI), incluindo abusos fisico, emocional e/ou
sexual, além da negligéncia, tem sido apontada como um fator de risco relevante para
inumeros desfechos negativos na infancia até a entrada da idade adulta. De acordo com a
Organizag¢ao Mundial da Saude (OMS) e a Sociedade Internacional para a Prevenc¢ao do Abuso
e da Negligéncia Infantil (ISPCAN) o termo “maus-tratos infantis” refere-se a violéncia
praticada contra as criancas, em ambito doméstico, geralmente pelos principais cuidadores

em uma relagdo de responsabilidade e confianga (WHO/ ISPCAN, 2006).

Eventos traumaticos durante os chamados “periodos de sensibilidade do
desenvolvimento”, estao associados com o aumento da suscetibilidade e desenvolvimento
de transtornos psiquidtricos, dentre eles a Depressdao Maior (DM), Transtorno Bipolar (TB),
Transtorno de Estresse Pés-Traumatico (TEPT), e dependéncia de alcool [1]. De fato, estudos
demonstram que os individuos que sofreram algum tipo de trauma durante a infancia
apresentam respostas psiconeuroimunoenddcrinas diferentes aos estressores comuns da
vida em comparagdao com individuos que ndo foram expostos ao trauma. Ainda, dados
consistentes na literatura sugerem que o abandono, o abuso fisico e sexual sao considerados
de maior impacto para a saude mental, estando estes intimamente relacionados ao aumento

de depressao e tentativa de suicidio em pessoas jovens e adultas [2, 3].

Embora exista essa relagao entre MTI e aumento do risco para transtornos mentais,
0s mecanismos fisioldgicos por tras dessa associacdo permanecem pouco compreendidos, e
a grande maioria dos estudos relacionados a MTI e alteragdes fisioldgicas é descrito em

individuos adultos com algum tipo de transtorno de humor. Além disso, torna-se importante



ressaltar que as consequéncias da exposicdo a MTI variam de individuo para individuo, tendo
em vista que alguns individuos expostos aos MTI se tornam resilientes ao estresse e nao

desenvolvem nenhum tipo de transtorno mental.

Acredita-se que alteracdes neuroenddcrinas, como a reprogramacado do eixo HPA,
durante periodos criticos do desenvolvimento estejam envolvidos nesse processo. O eixo HPA
é o principal mecanismo de resposta ao estresse e alteracdes na sua responsividade, em
decorréncia de uma carga excessiva de estresse, acarretam no aumento da liberacdo de
glicocorticoides (GC) e subsequentes reducdes de BDNF, resultando em alteracdes na

neuroplasticidade do hipocampo e aumento do risco para transtornos comportamentais [4, 5].

Juntamente com as alteragdes neuroenddcrinas, tém sido observadas alteragdes
imunoldgicas em decorréncia da exposicao a MTI. Essa associagdo pode ser compreendida pelo
fato de haver uma relagdo bidirecional entre o sistema nervoso central (SNC) e o sistema
imunoldgico (Sl), os quais exercem suas fun¢des através da secrecdao de mediadores biolégicos,
incluindo o cortisol e citocinas pré-inflamatérias [6]. A exposicao crénica aos efeitos do cortisol
pode resultar em reduc¢ado da sensibilidade dos linfécitos aos GC e acentuar o perfil de ativa¢ao

imune periférica e central [7-9].

Diante destes achados e devido a escassez de estudos sobre as consequéncias dos MTI
na saude do adolescente saudavel, torna-se importante investigar os efeitos dos MTI na
resposta bioldgica do adolescente sem transtorno de humor, com o objetivo de identificar
precocemente possiveis alteracdes cognitivas, neuroenddcrinas e imunoldgicas/oxidativas
decorrentes da exposicdo a MTI que poderiam implicar no aumento do risco para o

desenvolvimento de psicopatologias no adolescente e adulto.
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1.1 Resposta fisiolégica ao Estresse

O organismo é constantemente desafiado por eventos estressores e precisa, portanto,
desenvolver mecanismos para manter o equilibrio do organismo, ou homeostase. De fato, o
estresse (por exemplo, temperatura corporal, pH e estimulos externos) é considerado uma
ameaca a homeostase do organismo, que, por fim, pode ser restabelecida através de diversas

respostas fisioldgicas adaptativas mediadas pelo SNC, enddcrino e imunoldgico [10, 11].

O termo “stress” foi primeiramente utilizado por Hans Selye (1936), descrevendo o
estresse como uma resposta ndo especifica do organismo frente a agentes ameacadores de
sua integridade (homeostase). Existem quatro tipos de respostas ao estresse descritos na
literatura, que consistem em (1) repetidos desafios (por exemplo, o estresse crénico), (2)
falhas ao se habituar aos repetidos desafios, (3) ndo cessar a resposta apds o término do

desafio, e (4) ndo exercer uma resposta adequada [12].

Um conceito mais moderno e preciso é a descricdo de alostase e carga alostatica [12].
Diante de uma situacdo fisica ou psicossocial adversa, o individuo é obrigado a adaptar-se para
manter a sua sobrevivéncia. Alostase é o termo utilizado para se referir aos processos de
adaptacdo, decorrentes de um estressor agudo, utilizados para a manutencdo da estabilidade
de um organismo (sua homeostase). Quando a resposta alostatica é excessiva, o organismo
desenvolve uma “carga alostdtica” que, por sua vez, esta associada a inUmeras morbidades
como os disturbios metabdlicos, do crescimento, cardiovasculares, imunoldgicos e

transtornos do humor [13, 14].

InvestigacOes atuais demonstram que exposicdes cronicas a eventos estressores podem

contribuir para perda neuronal em regides cruciais para a regulagdo emocional como o sistema
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limbico, o hipocampo e a amigdala, aumentando as chances de desenvolvimento de

transtornos psiquidtricos e prejuizos cognitivos [15, 16].

Um dos principais mediadores da alostase é o cortisol, produto final da ativa¢do do eixo
HPA (Figura 1). Apés um evento estressor, o hipotdlamo libera o horménio liberador da
corticotrofina (CRH), que induz a secrecdo do hormonio adrenocorticotréfico (ACTH) pela
glandula pituitaria, que finalmente estimula a secrecdo e libera¢do do glicocorticoide cortisol
pelo cértex adrenal [17]. Em niveis elevados, o cortisol interage com seus receptores em
multiplos tecidos, incluindo o eixo HPA, levando a um efeito inibitério a liberacdo do CRH e
ACTH. Situa¢des em que os niveis de cortisol estdo alterados podem resultar em alteragées
imunoldgicas e estrutura cerebral. Sabe-se que os transtornos de humor e ansiedade sao

condicdes responsaveis por afetar diversos mediadores alostaticos, dentre eles o cortisol [12].
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Figura 1. Esquema demonstrativo do funcionamento do Eixo HPA em resposta ao estresse.

1.2 Maus-tratos na Infédncia e vulnerabilidade a Transtornos de Humor

A grande maioria dos estudos reporta as consequéncias psicobioldgicas dos MTI em
individuos que ja apresentam algum quadro clinico, tornando-se insuficientes os estudos que
priorizam identificar padrdes de vulnerabilidade em individuos que foram expostos a algum
tipo de MTI que ndo tenham ainda desenvolvido qualquer transtorno mental. Além disso, é
bem estabelecido que a exposi¢do a traumas durante a infancia, assim como caracteristicas

genéticas, desempenha um papel importante na resposta ao estresse a curto, médio e longo
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prazo [18], tornando-se necessario a adaptacdo continua do organismo frente a situacoes

adversas.

Os primeiros anos de vida de um individuo, os chamados periodos de sensibilidade do
desenvolvimento, sdo importantes alvos de estudo para a vulnerabilidade a transtornos
psiquidtricos, ja que nestes periodos o SNC e o organismo como um todo estdo em pleno
desenvolvimento, tornando-se mais suscetiveis aos estressores. Diante disto, o impacto dos
MTI durante o desenvolvimento do individuo vem sendo estudado de maneira interligada,
levando em consideracdo os diferentes sistemas que compde o organismo, porém os

mecanismos fisioldgicos que estdo por tras dessa associagao sdao pouco compreendidos [14].

Mais recentemente, constatou-se que juntamente com as altera¢des neurobioldgicas
causadas pela exposi¢cdo aos MTI ocorrem danos psicolégicos de grande impacto, implicando
numa necessidade de se reconhecer os efeitos dos MTI no desenvolvimento
neuropsicobioldgico (Figura 2) [19]. Diversas linhas de pesquisas tém sugerido que a exposi¢do
a eventos traumaticos no periodo da infancia estd associada com altera¢des na reatividade do
eixo HPA e, consequentemente, alteragdes no desenvolvimento cognitivo e neurobiolégico, o
gue levaria a uma maior vulnerabilidade para aumento do risco de transtornos psicoldgicos e
psiquidtricos graves, incluindo DM, TB, TEPT, manifestacdo de comportamentos suicidas no

individuo adulto e abuso de drogas [19-23].

Dentre os diversos tipos de abusos existentes, o abuso sexual e fisico é considerado
mais grave ou patogénico do que o abuso verbal ou emocional, porém qualquer tipo de abuso
ou negligéncia infantil pode ser fator de risco para transtornos de personalidade e humor [24].
Além disso, estudos revelam que o desenvolvimento precoce e gravidade da doenca

dependem da natureza e duracdo dos maus-tratos, variando desde abuso emocional, fisico,
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até negligéncia [25-28]. Deste modo, é de extrema importancia caracterizar os MTl como fator
de risco para transtornos de humor em decorréncia dos efeitos neurobioldgicos causados pelo
mesmo. A identificacdo precoce das alteracdes de biomarcadores em adolescentes saudaveis
expostos aos MTI ird aumentar as chances de interven¢do precoce ou sucesso no tratamento

de individuos vulneraveis a transtornos de humor.

Fatores
Neuroendodcrinos AlteragBes
Neurobioldgicas
<
S

.

*

Imunoldgicos
G

Maus-tratos na

Infancia .
Genéticos

Psicopatologias

Figura 2. Modelo proposto do impacto dos MTI na modulagdo de parametros neuroimunoenddcrinos e genéticos
e aumento da vulnerabilidade para desfechos clinicos negativos, incluindo psicopatologias.

1.3 Maus-tratos na Infdncia e Reprogramag¢do Neuroenddcrina

Existem inUmeros estudos reportando hiperfuncao do eixo HPA e danos na estrutura
cerebral em decorréncia dos MTI [14, 29, 30]. Mais especificamente, durante a resposta ao
estresse cronico, o organismo é exposto constantemente ao cortisol e citocinas pro-
inflamatdrias, como resultado da ativacdo do eixo HPA e sistema imune, respectivamente
[31]. Estudos tem demonstrado que a exposicao prolongada a altas concentracdes de cortisol
resulta em uma maior resisténcia dos linfdcitos aos efeitos imunossupressores do mesmo,

contribuindo para o aumento da ativacdo imune e neuroinflamacdo (Figura 3) [32].
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Figura 3. Interagdo Neuroimunoenddcrina durante o estresse. O cérebro é o 6rgdo central na percepgdo da
resposta ao estresse, e exposicoes excessivas ou repetidas a eventos traumaticos podem contribuir para a
ativagdo do eixo-HPA, que por sua vez regula o sistema imunoldgico através de mecanismos autonémicos e
neuroenddcrinos. A exposicao ao estresse pode ainda reduzir as concentragdes de BDNF, uma neurotrofina
diretamente associada com neuroplasticidade. As respostas inflamatdrias periféricas podem agir no cérebro
através de citocinas pré-inflamatdrias, além de produzir estresse oxidativo celular, resultando assim no aumento
do risco para condic¢des patoldgicas [32].

Pesquisas prévias tém demonstrado alteracdes permanentes na estrutura cerebral
apods a exposicao aos MTI, resultado de diferentes processos inflamatérios centrais e
periféricos [29]. Além disso, a idade em que o individuo foi exposto ao trauma deve ser levada
em consideragdo, ja que neurodesenvolvimento ocorre durante toda a vida. Por exemplo,
durante a infancia o hipocampo esta em constante desenvolvimento e é considerada a regido
mais vulnerdvel aos efeitos da exposicdo ao estresse cronico. Na adolescéncia, a regido de
maior desenvolvimento e vulnerabilidade aos efeitos do cortisol é o PFC (cértex pré-frontal),

possivelmente gerando uma resposta prolongada de glicocorticoides devido ao estresse. E
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durante a idade adulta e envelhecimento, o hipocampo, o PFC e a amigdala sdo altamente

vulnerdveis aos efeitos dos hormonios do estresse [33].

Anormalidades na secrecao do cortisol, ambos hiper e hipocortisolemia, bem como
alterag¢des na sensibilidade aos glicocorticoides sao alteracGes descritas apds a exposicdo ao
estresse precoce. O cortisol é o principal hormonio liberado em resposta ao estresse,
intimamente associado a funcdo do eixo HPA e modulacdo de numerosos processos imunes,
como por exemplo, a supressao da resposta imune periférica através do controle da producao
de citocinas e receptores de células T via NFkB [34, 35]. Um estudo demonstrou niveis
elevados de cortisol salivar em criangas vitimas de MTI, correlacionadas positivamente com a
duracdo do trauma e a severidade dos sintomas de TEPT [36]. Em contrapartida, outros
estudos tém demonstrado uma reducdo dos niveis de cortisol salivar em meninas vitimas de
abuso sexual reportando TEPT [37], e criancas expostas aos MTI apds o protocolo de estresse
psicossocial [38]. Além disso, niveis reduzidos de cortisol plasmatico foram encontrados em
mulheres sauddveis expostas aos MTI apds o teste de estimulacgdo com ACTH [20].
Interessantemente, Schalinski e colaboradores (2015) encontraram niveis elevados de cortisol
capilar em mulheres reportando MTI e depressao, mas baixos niveis de cortisol salivar, em
comparacdao com mulheres sem histéria de MTI [39]. A dosagem de cortisol capilar € uma
ferramenta relativamente nova, capaz de fornecer uma medida retrospectiva do estresse

acumulado em longo prazo, considerado estresse cronico [40, 41].

Niveis alterados de cortisol em decorréncia da exposicdo ao estresse cronico podem
influenciar diretamente a expressdo de neurotrofinas, como o fator neurotroéfico derivado do
cérebro (Brain Derived Neurotrophic Factor — BDNF), através da acdo nos receptores de

glicocorticoides e mineralocorticoides [19]. O BDNF é considerado a principal neurotrofina do
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cérebro, envolvido diretamente na maturacdo, nutricdo, crescimento e integridade neuronal,
ao mesmo tempo em que protege o cérebro contra danos causados pelo estresse [42, 43].
Estudos prévios em humanos demonstram reducdo dos niveis plasmaticos de BDNF em
transtornos psiquiatricos, incluindo DM e TB [23, 44, 45], bem como em individuos reportando
MTI [46]. Niveis aumentados de BDNF também foram reportados em criancas saudaveis
expostas a MTI [47]. Resultados similares sdo observados apds separacdo materna (SM)
repetidas vezes durante a infancia, um modelo bem estabelecido de estresse precoce em
animais, demonstrando niveis reduzidos de BDNF no hipocampo associados a uma reducao
da plasticidade neuronal e alteracdo na forma¢do da memdria durante o desenvolvimento

[48-51].

1.4 Maus-tratos na Inféncia e Alteragdées Imunoldgicas

Atualmente tém surgido diversas evidéncias de que experiéncias traumaticas vividas
na infancia desencadeiam respostas inflamatdrias cronicas no individuo adulto, desde o
momento do trauma e ao longo da vida deste individuo, que estdo associadas com a etiologia

de transtornos do humor e possivelmente com morbidades crénico-inflamatérias [7, 21].

Em meio a isso, sabe-se que citocinas pré-inflamatdrias liberadas na periferia em
decorréncia da exposicao ao estresse cronico causam profundos efeitos no SNC ao ativar o
eixo HPA e alterar o metabolismo de neurotransmissores, producdao e liberacao de
glicocorticoides, neuroplasticidade, entre outras fungdes [48, 52]. Diversos estudos com
animais e humanos demonstram que a infusdo sistémica ou central de citocinas pro-
inflamatdrias induz sintomas de sickness behavior, caracterizado por mudancas de

comportamento e mal-estar, incluindo febre, fraqueza, apatia, sentimento de depressao,
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anedonia e perda de apetite [53-55]. Niveis elevados de citocinas pré-inflamatarias, incluindo
IL-6, IFN-y e TNF-a tem sido amplamente descrito em pacientes com DM e TB [56, 57]. De
acordo com um estudo longitudinal, criangas saudaveis com 9 anos e niveis mais elevados de
IL-6 e PCR apresentaram aumento na incidéncia de depressdo na idade adulta, em
comparagao com criangas reportando niveis mais reduzidos de IL-6 e PCR, demonstrando
associacdo entre inflamacdo prévia (infancia) e desenvolvimento de transtornos de humor no
adulto [58]. Além disso, niveis elevados da PCR foram observados em criancas expostas ao

abuso fisico e com diagndstico de depressao [59].

Pesquisas recentes demonstraram niveis elevados de IL-6 e PCR em criancas expostas
aos MTI, persistindo tais alteraces na adolescéncia e/ou idade adulta [60, 61]. Outro estudo
observou relacao significativa entre MTI e niveis basais de citocinas pré-inflamatdrias, tais
como TNF-o, IL-6 e IL-1B em adultos sauddveis [62]. Ainda, foram observados niveis
plasmaticos elevados da PCR (Proteina C Reativa) e IL-6 em mulheres adultas relatando abuso
sexual na adolescéncia em comparacao a mulheres expostas ao abuso sexual durante a

infancia e/ou mulheres sem a notificagdo de abuso [63].

Os estudos relacionados aos MTI e alteragdes em subtipos celulares sdao bastante
escassos. De acordo com Bielas e colaboradores (2012), adultos sauddaveis reportando MTI
apresentam um aumento da fun¢dao imune celular, evidenciado através do aumento dos
percentuais e numeros absolutos de células T CD4+ e CD8+ ativadas (HLA-DR+) quando
comparados com individuos ndo expostos aos MTI [59]. Similarmente, ao comparar 24
mulheres adultas com histérico de MTI- incluindo 11 que preenchiam os critérios diagndsticos

para o TEPT, e 12 controles saudaveis sem histéria de MTI, foi possivel identificar niveis
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elevados de células T expressando o marcador de ativagdo precoce CD45RA em mulheres com

diagndstico de MTI [64].

O aumento da ativacdo imune observado apds a exposicdo ao estresse cronico pode
ser explicado, em parte, pela ativacdao de multiplas vias de transducao de sinais intracelulares,
incluindo o Nuclear Fator Kappa B (NF-kB) e a Mitogen-activated Protein kinases (MAPK). O
NF-kB é um fator de transcricdo envolvido na regulacdo da expressao de centenas de genes
ligados a respostas imunes e inflamatdrias, ativado através de diferentes estimulos
extracelulares, incluindo citocinas pré-inflamatérias, proteinas virais e fatores indutores de
estresse. O aumento na atividade do NF-kB tem sido implicado em reacgdes fisioldgicas do
organismo e em inumeras condi¢des patoldgicas, como doencgas autoimunes, transtornos
psiquiatricos e cancer [65-67]. Pace e colaboradores (2012) observaram um aumento na
atividade de NF-kB em mulheres com TEPT reportando MTI quando comparadas com

controles [68].

No mesmo contexto, a sinalizacdo intracelular via MAPKs, incluindo ERK 1/2 e p38 estd
envolvida em inumeros processos da resposta imune, como proliferacdo celular, diferenciacao
e apoptose. Estudos em humanos ja descreveram alteracdes em MAPKs em diversas doengas,
incluindo cancer e transtornos de humor [67, 69]. Em modelo animal, altera¢des nesta via
também tém sido descritas. Todorovic e colaboradores (2009) relataram uma redugdo do

comportamento depressivo apos a inibicdo da via MAPK/ERK [70].
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1.5 Estresse Oxidativo associado a Doengas

O termo estresse oxidativo passou a ser utilizado com frequéncia em 1970, mas suas
origens conceituais podem ser observadas desde 1950, a partir de pesquisadores investigando

os efeitos da radiacdo ionizante e dos radicais livres no fen6meno do envelhecimento [71].

O estresse oxidativo resulta de um desequilibrio entre o nivel sistémico de moléculas
oxidantes, tais como as espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS) e a capacidade
do organismo para combater estes niveis com moléculas antioxidantes [72]. Em termos gerais,
o estresse oxidativo é definido pela sobrecarga de ROS, que incluem os radicais superdxido
(02-), peroxido de hidrogénio (H203) e radical hidroxila (OH®), juntamente com RNS, tais como
o 6xido nitrico (NO), que causam prejuizos a estrutura das biomoléculas de DNA, carboidratos,
lipidios e proteinas, além de outros componentes celulares e/ou a deficiéncia de moléculas
antioxidantes [73]. Os oxidantes sdao produzidos endogenamente como subprodutos ou
metabdlitos de diversos disturbios celulares, incluindo o metabolismo aerdbico na
mitocOndria ou as reac6es mediadas por ciclooxigenases, inibidores da NADPH, e xantina

oxidase (XO) [74].

Com o acumulo de oxidantes, as células desenvolvem uma resposta de estresse para a
protecdo contra os danos oxidativos, incluindo a regulacdo positiva de moléculas
antioxidantes enzimaticas ou ndo enzimaticas. Dentre as principais proteinas antioxidantes
enzimaticas encontram-se a Superdéxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT), Glutationa
Peroxidase (GPx), Glutationa Transferase (GST) e Glutationa Redutase (GR), enquanto a defesa
antioxidante ndo enzimatica é composta principalmente pelas vitaminas C (acido ascérbico) e
E (a tocoferol), albumina e acido urico [72, 74, 75], provenientes da dieta ou sintetizadas pelo

préprio organismo .
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Estudos comprovam que o estresse oxidativo esta relacionado a condicdes fisiologicas
normais e diversas patologias, tais como o envelhecimento, atividade fisica intensa, apoptose,
cancer, diabetes mellitus, arteriosclerose, doencas inflamatdrias e neurodegenerativas. A
ocorréncia de um estresse oxidativo moderado, frequentemente é acompanhada do aumento
das defesas antioxidantes enzimdticas. No entanto, o desequilibrio entre as moléculas
oxidantes e antioxidantes consequentemente ird induzir danos e morte celular pelos radicais

livres [76, 77].

O sistema imune utiliza os efeitos letais de espécies oxidantes, produzindo-as como
parte do seu mecanismo de eliminacdo de agentes patogénicos. Por exemplo,
fagocitos ativados podem produzir superdxido e dxido nitrico, e o produto da condensacao
destas duas espécies, o peroxinitrito, € extremamente bactericida e toxico, permitindo assim
a destruicdo do patdgeno [78]. Pesquisas recentes sugerem que o estresse oxidativo estd
intimamente relacionado com um estado inflamatério crénico [72, 74, 79]. Marcadores de
estresse oxidativo tém sido implicados no desenvolvimento de algumas doengas auto-imunes,
doencas inflamatdrias cronicas e cancer. Na diabetes, por exemplo, citocinas pré-
inflamatdrias induzem a morte mediada pelo estresse de células-B produtoras de insulina [80].
Em doencas inflamatdrias cronicas, tais como no pulmao e figado, ROS é capaz de difundir-se

para as células e causar morte celular e inflamacao [81].

Citocinas inflamatérias podem induzir a producdo de oxidantes, prostaglandinas e ROS
mitocondriais por macréfagos, contribuindo assim para as respostas inflamatérias. TNF-a e IL-
6 sdo capazes de promover respostas de fase aguda no figado, induzindo uma regulacdo
positiva de proteinas como PCR e a opsoniza¢do do patdgeno. Além disso, o TNF-a estimula a

fagocitose mediada por ROS em macrdéfagos, permitindo a internalizacdo e destruicdo da
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bactéria [74]. Similarmente, a IL-1B induz respostas inflamatdrias e pro-apoptoticas mediadas
por fatores tais como prostaglandinas, ROS, NO sintase e NO [82]. Notavelmente, as citocinas
pré-inflamatdrias podem atuar juntamente com proteinas de estresse e contribuir para a

eliminacdo do agente patogénico, através de células da imunidade inata e/ou adaptativa.

O aumento dos niveis de estresse oxidativo neuronal é capaz de produzir efeitos
deletérios sobre a transdugao de sinal, a plasticidade e a resisténcia celular, principalmente
por induzir a peroxidacao lipidica nas membranas e danos diretos em proteinas e genes. Os
neurdnios e células da glia sdo particularmente vulnerdveis a processos inflamatérios e
estados redox, e sdo dependentes da manutencao de atividade neurotroéfica [79]. Pesquisas
recentes tem consistentemente demonstrado que o estresse oxidativo é uma caracteristica
comum entre os principais transtornos psiquiatricos, incluindo DM e TB, com evidéncias de
danos no DNA, lipidios e proteinas [83]. Possivelmente, o estresse oxidativo periférico
contribui para alteragbes na permeabilidade da barreira hemato-encefdlica, causando
toxicidade cerebral [84]. Apesar das evidéncias dos efeitos deletérios do estresse oxidativo no
organismo, nao sabemos qual o impacto do trauma recente sobre os marcadores oxidantes e

defesas antioxidantes em adolescentes saudaveis.

1.6 Separag¢do Materna como Modelo Animal de Estresse Precoce

Diversas linhas de pesquisas em humanos indicam que a exposicdo a eventos
estressores durante a infancia influencia diretamente as fungdes fisioldgicas e contribuem
significativamente para tornar o adulto vulneravel a psicopatologias [85, 86]. O mesmo
ocorre em pesquisas realizadas com animais, em que o ambiente da relacdo mae-filhote nas
fases iniciais da vida pode afetar o desenvolvimento neurobiolégico e comportamental na

vida adulta.
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Diferentes modelos experimentais tém sido propostos para estudar os efeitos em
longo prazo do estresse precoce no desenvolvimento, dentre eles a estimulagao neonatal
(EN) e a separagdao materna (SM), aproximando-se muito aos efeitos dos MTI em humanos

[87].

A SM durante o periodo neonatal é considerada um exemplo bem caracteristico de
estresse precoce em animais, estando amplamente associada com alteragdes na
responsividade do eixo HPA e sistema imunoldgico [87, 88]. Diversas variacdes do modelo de
SM tém sido utilizadas em estudos, incluindo (I) simples separacao dos filhotes da mae por
um periodo de 24h na primeira semana de vida, (Il) isolamento social através da separagao
dos filhotes a partir da mae e demais filhotes por diversas horas ao dia, e (lll) separagao
materna de todos os filhotes individualmente a partir da mae por 3-4h nas primeiras duas

semanas de vida [89].

Um numero crescente de estudos experimentais tem evidenciado alteragGes relevantes
em regides cerebrais especificas, incluindo o hipocampo, amigdala e PFC apés exposicdo a SM
nos primeiros dias de vida, as quais podem estar diretamente associadas com a ativagao do eixo
HPA e liberagdo excessiva de moléculas relacionadas ao estresse, como os glicocorticdides e
catecolaminas (adrenalina, noradrenalina e dopamina), refletindo diretamente na cognicao,
regulacdo emocional e funcdo neuroenddcrina [90-94]. Por exemplo, niveis reduzidos de
neurotrofinas, incluindo o fator de crescimento neural (NGF) e o BDNF, tém sido reportados em
animais expostos a manipulagdo pds-natal, com impacto direto na neurogénese do hipocampo e
PFC [95]. No mesmo contexto, estudos prévios tém demonstrado niveis reduzidos de
interneuronios positivos para parvalbumina (PVB) no PFC de ratos expostos a SM [96, 97].

Interneurdnios expressando a proteina ligante de cdlcio PVB referem-se a um subgrupo de
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neuronios GABAérgicos do cortex cerebral fundamentais no controle da excitabilidade e correto
desenvolvimento cerebral. Alteracdes e/ou perda de interneurdnios contendo PVB tém sido
observada em transtornos psiquiatricos, incluindo esquizofrenia [98].

Outra consequéncia da SM diz respeito as respostas inflamatérias periféricas e centrais.
Niveis elevados de citocinas pro-inflamatérias, incluindo 1l-6 e Il-1 beta [99], e comportamentos
caracteristicos de ansiedade e depressdo [11, 100] sdo descritos em animais expostos a SM nos
primeiros dias de vida, como consequéncia da excitoxicidade, estresse oxidativo e inflamacao.
Além disso, aumento nos niveis de COX-2, um importante mediador da neuroinflamacao, foi
reportado no PFC de ratos adolescentes expostos a SM, concomitante com aumento dos

prejuizos de meméria [97].

Evidéncias recentes apontam para o envolvimento de mecanismos epigenéticos,
incluindo alteragdes na metilagdo do DNA e acetilagdo de histonas no aumento da
vulnerabilidade para transtornos psiquiatricos. Além disso, as altera¢des epigenéticas podem ser
resultantes da exposicdo a estressores ambientais precocemente na vida, capazes de influenciar
diretamente os niveis de moléculas envolvidas em diversos processos neurobiolégicos, como os
glicocorticoides e BDNF [101, 102]. Seo e colaboradores (2016) observaram alteraces
epigenéticas no gene do BDNF no hipocampo de ratos expostos a SM, concomitante com

alterac¢des no fendtipo comportamental [103].

Uma das técnicas descritas na literatura para atenuar e/ou reverter as alteracbes
cognitivas, bioldgicas e comportamentais resultantes da exposicdo a SM é a intervengdo com
um ambiente enriquecido [104, 105]. O ambiente enriquecido é uma estratégia de
modificacdo ambiental, que consiste na exposicdo de animais a estimulagdo sensorial e/ou

diferentes objetos, geralmente brinquedos, tocas, tuneis e plataformas, com a finalidade de
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reduzir o estresse e melhorar o bem-estar animal [106, 107]. Neste contexto, estudos tem
demonstrado que o ambiente enriquecido aumenta o nimero de sinapses por neurénios, bem
como o desempenho em testes de memoria espacial [108, 109]. Ainda, tem sido descrito
aumento na expressao de BDNF no hipocampo e plasticidade cerebral apés a intervencdo do

ambiente enriquecido em animais submetidos a separacdo materna [110].
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2. Consideragoes finais

A presente tese teve por objetivo avaliar o efeito da exposicdo ao estresse precoce sobre
o sistema neuroimunoenddcrino em modelo animal e humano. De forma inovadora, nosso estudo
levou em consideragdao mais de um sistema envolvido na resposta ao estresse, incluindo o SNC, o
SE e o SI, com o intuito de investigar as consequéncias da exposicdo ambiental aos MTI sobre
marcadores enddcrinos, imunolégicos e oxidativos em adolescentes saudaveis. Por meio dessa
abordagem, esse estudo possibilitou a andlise fisiolégica sem o viés da presenca de co-morbidades
(exemplo, DM e TEPT) nos individuos adultos com histérico de MTI. Além disso, o modelo animal
permitiu uma andlise mais causal dos efeitos da SM durante o desenvolvimento na cognicdo e
marcadores imunoldgicos e oxidativos. E sabido que a SM é um modelo bem caracteristico de
estresse precoce em roedores, refletindo os efeitos dos MTI em humanos e fornecendo suporte
aos resultados observados em humanos.

Em individuos saudaveis, a exposicdo ao estresse gera normalmente uma resposta
adaptativa, eficaz na manutencdo da homeostase do organismo. No entanto, quando o agente
estressor se torna cronico, resulta em uma série de respostas fisioldgicas de elevado custo
energético ao organismo, denominado carga alostdtica, possuindo efeitos deletérios sobre o
mesmo [13]. Dados prévios da literatura demonstram que a exposicao ao estresse cronico esta
associada ao aumento da susceptibilidade ao desenvolvimento de transtornos psiquiatricos,
sobretudo em virtude da sua capacidade em gerar um desequilibrio homeostatico no organismo
[4, 22].

Mais recentemente, os estudos relacionados ao impacto da exposicdo a eventos

estressores nos primeiros anos de vida do individuo (como na infancia) tém recebido destaque e
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gerado grande interesse por parte dos pesquisadores. Sabe-se que, durante estes periodos de
sensibilidade do desenvolvimento, o sistema neuroenddcrino e o Sl encontram-se em constante
maturacdo e desenvolvimento, tornando a crianga mais vulneravel aos estimulos externos e
resultando em efeitos mais proeminentes para a saude do mesmo, quando comparado a
ocorréncia de estressores de vida durante a adolescéncia ou idade adulta. Além disso, diversas
pesquisas tém demonstrado uma associacdo entre a exposicdo aos MTI e o desenvolvimento de
doencas inflamatdrias crénicas e transtornos psiquidtricos na vida adulta [1]. Os mecanismos
pelos quais ocorre esta associacdo ainda sdo pouco compreendidos; no entanto, a hipdtese da
existéncia de uma relagao bidirecional entre o SNC e o Sl em resposta a exposi¢cdo ao estresse
cronico é bastante aceita.

Durante a resposta normal ao estresse, a ativacdao do eixo HPA resulta na secre¢do do
hormonio liberador de corticotrofina (CRH) e arginina-vasopressina (AVP) pelo hipotalamo, os
quais induzem a secre¢do do hormodnio adrenocorticotrépico (ACTH) a partir da hipdfise, que,
por sua vez, estimula a produgao de glicocorticoides (cortisol = em humanos; corticosterona =
em roedores) pelo cortex adrenal [111]. Os glicocorticoides sdo capazes de exercer suas fungdes
através de seus receptores em multiplos tecidos do organismo, incluindo o proprio eixo HPA e
o Sl, atuando na inibicdo por feedback negativo da producdo do ACTH e CRH. Uma vez liberado,
a acdo anti-inflamatdria e imunossupressora do cortisol pode ocorrer de diferentes formas,
dentre elas através da modulacdo da maturacdo e proliferacdo de células B e T, inibicdo da
producdo de citocinas pro-inflamatédrias (Th1) como as citocinas IL-2, II-6 e o TNF-a, inducdo da
secrecao de citocinas anti-inflamatérias (Th2, como a IL-10), além da regulacdo dos niveis de
fatores de transcricdo, como o NF-kB, contribuindo assim para a regulacdo das respostas

imunes.
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Em situacOes de estresse cronico, ocorre uma desregulacdo dos mecanismos de
resposta ao estresse, refletida pelo aumento da secrecdo e liberagcdo de mediadores bioldgicos,
como citocinas e cortisol, subsequente a ativacao do Sl e eixo HPA, respectivamente. Devido a
permeabilidade da barreira hemato-encefdlica (BHE), as citocinas pro-inflamatédrias
provenientes da periferia podem, neste caso, acessar o encéfalo de diversas maneiras, entre
elas através da inducdo de uma resposta inflamatéria especifica em células endoteliais da BHE,
e ativar diferentes tipos de células no SNC, incluindo astrdcitos e micréglia, consideradas as
principais células imunes encefdlicas, que passardo a secretar mediadores inflamatdrios
localmente, incluindo citocinas pré-inflamatdrias (TNF, IL-6, IL-1), reativos intermediarios de
oxigénio, ciclooxigenase-2 (COX-2) e prostaglandina tipo E» (PGE-2), todos envolvidos em
processos de neuroinflamacdo e morte celular [112-114]. Estudos demonstram niveis elevados
de PGE-2 no soro, saliva e liquor de pacientes deprimidos [115], e maior secre¢do de citocinas
pro-inflamatdrias em adolescentes submetidos aos MTI e reportando depressdo [116]. O
mesmo ocorre em estudos utilizando modelo animal de estresse crénico, em que o aumento de
citocinas pré-inflamatodrias centrais e periféricas se correlacionou positivamente com sintomas
de ansiedade e depressao [99, 117].

Na presente tese descrevemos uma hiperatividade do eixo HPA, demonstrado por meio

do aumento nos niveis de cortisol capilar em adolescentes sauddveis expostos aos MTI. E
importante ressaltar que a dosagem de cortisol capilar € um método bastante inovador e eficaz
gue permite identificar a concentracado de cortisol depositada nos fios de cabelo em longo prazo,
ao contrdario dos principais métodos utilizados como a andlise do cortisol salivar e urina que
demonstram apenas estados agudos da concentracdo de cortisol. Como o cabelo cresce em
média um centimetro ao més, a analise de trés centimetros de cabelo corresponde ao acumulo

de cortisol dos ultimos trés meses. Niveis elevados de cortisol tém sido associados com alterac¢des
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de funcionalidade do SNC, incluindo reducdo nas concentra¢cdes de BDNF, corroborando com
nossos resultados demonstrando niveis diminuidos de BDNF nos adolescentes expostos aos MTI.
O BDNF é o principal fator neurotroéfico do encéfalo e esta envolvido na plasticidade sinaptica ao
longo da vida, sendo imprescindivel para a sobrevivéncia neuronal [43]. Esses dados parecem ser
corroborados por estudos de neuroimagem estrutural que demonstram dano neuronal através
da reducdo do volume do hipocampo e niveis séricos reduzidos de BDNF em pacientes com DM,
TB e TEPT. Desta forma, o efeito do cortisol sobre neurotrofinas, como o BDNF, seria uma das
possiveis trajetérias envolvidas na patofisiologia do trauma[23, 45, 46]. Além disso, o cortisol é o
principal hormonio regulador do SI, interferindo em praticamente todas as etapas das respostas
imunoldgicas, e, gerando, na maioria das vezes, uma imunossupressao [118].

Adicionalmente as alteragGes referentes ao sistema enddcrino, foram identificadas
alteragGes imunes relevantes em diferentes subtipos linfocitarios, demonstrando haver, de fato,
um desequilibrio imunolégico nos adolescentes submetidos aos MTI em comparagdo aos
adolescentes ndo traumatizados. Especificamente, detectamos um aumento significativo de
células T ativadas (CD3+CD4+CD25+ e CD3+CD69+) e células T senescentes (CD4+CD28- e
CD8+CD28-). Dentre as consequéncias do aumento da ativacdo imune celular, encontram-se a
reducdo no repertério de células T naive e o aumento de células altamente diferenciadas,
denominadas células T senescentes. Niveis elevados de células T senescentes em jovens
saudaveis submetidos aos MTI comprova a existéncia de um perfil de imunossenescéncia precoce
nestes individuos, caracterizado pelo declinio da funcdo imunoldgica em decorréncia da uma
ativacdo imune persistente, como o estresse cronico psicolégico, inflamacgado cronica e infecgdes
virais persistentes [119]. Ainda, células T senescentes sdo capazes de produzir grandes
quantidades de citocinas proé-inflamatdrias (IL-2, IFN-y e TNF-a) e mediadores citotoxicos,

gerando um quadro de inflamacgao cronica de baixo grau, denominado inflammaging [120]. Este
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processo inflamatoério cronico pode gerar multiplos caminhos que convergem ao aumento da
susceptibilidade a inUmeras patologias, incluindo doencas autoimunes, cancer e transtornos de
humor, além de agravar o curso da doenca por favorecer outras comorbidades. [121]. Os
resultados aqui expostos apoiam estudos prévios do nosso grupo que demonstraram niveis
elevados de células T senescentes em individuos acometidos por Artrite Reumatodide (AR) [122]
e TB [123], caracterizando um perfil de senescéncia prematura nestes individuos e contribuindo
para o perfil pré-inflamatério e aumento do risco de morbidades relacionadas ao
envelhecimento.

Além disso, a exposicdo ao estresse precoce alterou significativamente a resposta dos
linfocitos ao efeito imunossupressor da dexametasona. Interessantemente, observamos uma
reducdo da sensibilidade dos linfdcitos a glicocorticoides, neste caso avaliado pela resisténcia de
linfécitos CD3+CD25+ in vitro na presenca do glicocorticoide dexametasona. Uma das hipdteses
para a reducdo na responsividade aos glicocorticoides é a presenca de anormalidade na funcao
de seus receptores na superficie da célula, incluindo os receptores de glicocorticoides (GR) e
mineralocorticoides (MR) em decorréncia do estresse cronico. A insensibilidade linfocitaria ao
glicocorticoide pode ser um dos fatores contribuintes para o aumento e manutencdo da ativacao
imune celular e senescéncia precoce observado nos adolescentes expostos aos MTI.

Por outro lado, identificamos uma reducdo na porcentagem de células NK e células NKT
nos adolescentes expostos aos MTI. Dada a importancia das células NK na defesa do organismo
contra virus, bactérias e tumores, reducdes em seus niveis estdo associadas com maior incidéncia
de cancer e doencas inflamatdrias crénicas, patologias muitas vezes observadas em individuos
com algum quadro de transtorno psiquidtrico [124]. Estudos anteriores demonstraram niveis
reduzidos de células NK em individuos saudaveis submetidos ao TSST, DM e esquizofrenia [125,

126]. O mesmo foi observado em modelo animal, em que ratos submetidos a SM apresentaram
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niveis diminuidos de células NK [127]. Uma das hipdteses para a reducdo da
atividade/concentracdo de células NK e NKT é o envolvimento dos glicocorticoides liberados em
resposta ao estresse. Altas concentracdes de glicocorticoides podem, pelo menos em parte,
causar alteracoes epigenéticas em regides especificas do gene, reduzindo a expressao génica de
moléculas necessarias para a fungdo completa das células NK, como a perforina e granzima B
[128].

Em paralelo as alteracbes em subtipos linfocitarios, foram identificadas alteracdes nos
niveis de citocinas inflamatdrias produzidas por linfécitos. Especificamente, observamos no
grupo submetido aos MTI um aumento na secrecao de citocinas inflamatdrias IL-2, IL-4 e IL-17
no sobrenadante de linfécitos estimulados in vitro. A principal vantagem dessa técnica em
relacdo a dosagem de citocinas no soro/plasma é a capacidade de identificacdo das fontes
produtoras das citocinas e auséncia de efeitos de outros sistemas produtores de citocinas
(tecido adiposo). Estes resultados sdo suportados pelo estudo experimental demonstrando
niveis elevados de citocinas pré-inflamatdrias (TNF-a) perifericamente nos animais machos
submetidos a SM em comparagao aos animais controles. Ainda, com a intervencao do ambiente
enriquecido foi possivel reduzir os niveis de citocinas pré-inflamatérias (TNF-a) e reverter os
danos de memoaria causados pela SM, sugerindo o envolvimento de citocinas inflamatdrias
provenientes da periferia em processos cognitivos. E bem estabelecido que o desbalanco na
resposta pro e anti-inflamatoéria (Th1/Th2) possui efeitos deletérios na periferia e no SNC, uma
vez que as citocinas inflamatadrias produzidas perifericamente podem acessar o encéfalo e ativar
neurdnios e células da glia, capazes de secretar diferentes mediadores inflamatérios, como
citocinas proé-inflamatodrias, radicais livres, e oxido nitrico. No encéfalo, os mediadores
inflamatdrios contribuem para danos neuronais de diversas maneiras, incluindo a estimulagao

da producdo excessiva de CRH e ativacdo da enzima IDO, reduzindo a disponibilidade de
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serotonina e aumento na liberacdo de glutamato no estriado e no cortex, contribuindo para
alteragdes comportamentais [129].

Na tentativa de recuperar o equilibrio homeostatico do organismo apds inimeras
exposicoes ao estresse concomitante com a ativagao de diferentes sistemas, pode ocorrer a
producdo excessiva de compostos oxidantes e a reducdo na capacidade de reparo dos
mecanismos de defesa antioxidante do organismo, gerando assim estresse oxidativo,
responsavel por danos ao DNA, RNA, lipidios e proteinas [130]. Diversas evidencias cientificas
tem demonstrado dano oxidativo por meio do aumento da carbonilacdo proteica e peroxidacdo
lipidica em iniUmeras patologias, incluindo cancer, doengas autoimunes, transtornos de humor,
entre outras [131, 132]. O encéfalo é altamente sensivel ao estresse oxidativo devido ao alto
consumo de oxigénio e capacidade reduzida de regeneracgdo celular e enzimas antioxidantes.
Uma das fontes de ROS no SNC é a NOX-2, expressa em uma variedade de células cerebrais e
ativada por diferentes estimulos, como os fatores de crescimento, citocinas inflamatdrias,
estresse celular, entre outros. A ativacdo de NOX-2 em decorréncia da neuroinflamacgao resulta
em producdao excessiva de ROS e dano neuronal, contribuindo para o desenvolvimento de
diversas condi¢Bes patoldgicas, incluindo transtornos de humor e doencas neurodegenerativas
[133, 134]. Estudos clinicos descreveram estresse oxidativo na mitocondria e no DNA das células
cerebrais [135], bem como niveis elevados de ROS juntamente com aumento das defesas
antioxidantes em pacientes com TB e DM [136, 137]. Comparados aos controles, os adolescentes
expostos aos MTI apresentaram niveis plasmaticos elevados de SOD e razdo SOD/GPx, reducdo
da capacidade antioxidante (TRAP) e aumento da carbonilacdo proteica. A SOD é uma enzima
antioxidante que catalisa a dismutacdo do radical superdxido em perdxido de oxigénio e oxigénio.
Por sua vez, a GPx evita o acumulo de radical superdéxido e de peréxido de hidrogénio,

convertendo os mesmos em agua [77]. Os resultados observados em nosso estudo sugerem que
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o aumento da atividade de SOD representa uma resposta adaptativa do organismo para
compensar o aumento da producao de radicais superéxido e carbonilagdo proteica. Além disso,
0 aumento da razdo SOD/GPx pode ser considerado prejudicial para o organismo, uma vez que a
reducdo dos niveis de GPx resulta no acumulo de perdxido de hidrogénio, o qual é altamente
lesivo para o organismo. Ainda, estudos apontam para o papel de ROS como segundos
mensageiros na ativacdo de algumas vias de sinalizacdo, incluindo MAPK e NF-kB via TNF-a e IL-
1, afetando diretamente as respostas imunes celulares [138]. De fato, a ativacdo de NF-xB pode
induzir a expressdao de moléculas relacionadas ao estresse oxidativo e inflamagao, contribuindo
para o processo de neurotoxicidade. Em contrapartida, ao investigar marcadores de estresse
oxidativo no PFC de animais expostos e ndo expostos a SM ndo detectamos diferencas
significativas entre os grupos, porém, uma tendéncia para uma correlacdo positiva entre os niveis
de carbonilacdo proteica e danos de memdria foi observada, demonstrando haver uma relacao
entre dano oxidativo e prejuizos cognitivos nos animais estudados. Juntamente com maior
prejuizo de memoaria (machos e fémeas), os animais submetidos a SM apresentaram reducao de
interneurdnios contendo PVB (apenas machos) no PFC. A PVB é uma proteina ligante de calcio
encontrada em um subconjunto de interneurénios GABAérgicos e envolvida diretamente na
plasticidade sinaptica. Um dos fatores colaboradores para a reduc¢do da expressao de marcadores
GABAérgicos e perda da capacidade inibitéria dos interneurénios contendo PVB é o estresse
oxidativo, uma vez que o cérebro é altamente vulneravel ao dano oxidativo [139, 140]. No
entanto, como descrito acima, ndo identificamos diferencas significativas nos niveis de
marcadores de estresse oxidativo no estudo experimental, sugerindo o envolvimento de outros
mecanismos na reducdo dos niveis de PVB no PFC.

Até o momento, os resultados apresentados confirmam a nossa hipétese inicial de que

exposicdo crénica a estressores precocemente na vida causa alteragdes fisioldgicas relevantes,
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demonstrado pelo aumento da atividade celular, perfil pré-inflamatério e dano oxidativo,
caracterizando um quadro de desequilibrio imunolégico e redox, tornando estes adolescentes
mais vulneraveis a diferentes doencas na vida adulta. Ainda, observamos através do uso de
modelo animal que, intervengdes precoces como o ambiente enriquecido, pode, em parte,
minimizar os danos causados pela exposicdo ao estresse cronico nos primeiros dias de vida. O
mesmo se reflete em humanos, uma vez que medidas preventivas e intervenc¢des psicolégicas
sdo estratégias conhecidas e aplicadas para amenizar os danos psicolégicos decorrentes da
exposicao ao trauma.

Sabe-se que diversos mecanismos podem estar envolvidos com o aumento da ativacao
imune, no entanto, alteragdes em rotas intracelulares associadas com processos de ativa¢ao
linfocitaria, dentre elas as MAPKs e o NF-kB sdo fortes candidatos. As MAPK ERK 1/2 e p38
participam de uma diversidade de processos bioldgicos, incluindo proliferacdo, diferenciacgao,
bem como inflamacgdo e apoptose, respectivamente [141]. Além disso, pesquisas atuais sugerem
o envolvimento das MAPK na patofisiologia de diversas doengas, incluindo os transtornos de
humor, devido sua func¢ao de regulacao do desenvolvimento e neuroplasticidade do SNC, porém
os dados sdo ainda bastante escassos e controversos [67, 69]. De acordo com um estudo
publicado anteriormente pelo nosso grupo, um aumento de p-ERK1/2 em células CD4+ e CD8+
foi observado em mulheres acometidas por TB [123]. Em estudos experimentais também ja
foram descritas alteracdes na sinalizagdo via MAPK, incluindo reducdo de p-ERK apds exposicdo
a SM [142] e estresse crbénico social [143], como aumento de p-ERK apds SM [144].
Especificamente, verificamos neste estudo aumento significativo nos niveis de p-ERK em
linfocitos T CD8+ de adolescentes submetidos aos MTI, mas ndo em linfocitos TCD4+. Porém,
como descrito previamente, detectamos por meio de imunofenotipagem um aumento da

porcentagem de células T CD4+ associadas a ativacdo e senescéncia celular, sugerindo que outras
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rotas de sinalizacdo intracelular estejam envolvidas na ativacdo das células T CD4+, como por
exemplo, JAK e STAT. O aumento de p-ERK em células T CD8+ de adolescentes expostos aos MTI
juntamente com a maior resisténcia dos linfécitos aos glicocorticoides pode estar contribuindo
de forma significativa para o perfil imune ativado e estresse oxidativo observado neste grupo.
Levando em consideracdo o exposto, concluimos que a sobrecarga algostatica em
decorréncia da exposicdo a fatores ambientais negativos, como os MTI, resulta em importantes
alteracdes enddcrinas, de parametros oxidativos e imunolégicas no adolescente saudavel, o que
pode torna-lo mais suscetivel a doengas inflamatdrias crénicas e transtornos psiquiatricos na
idade adulta. Durante os periodos criticos do desenvolvimento, os diferentes sistemas que
compde o organismo estdo ainda imaturos e em pleno desenvolvimento, motivo pelo qual as
consequéncias da exposicdo aos MTI sdo mais proeminentes para a saude do individuo, em
comparag¢do com a ocorréncia de traumas na adolescéncia ou na idade adulta. Em nosso estudo,
conseguimos demonstrar pela primeira vez a existéncia de uma hiperatividade do eixo HPA
concomitante com um desequilibrio imunoldgico e oxidativo nos adolescentes saudaveis
expostos aos MTI. Estes resultados foram sustentados com um estudo experimental,
demonstrando que a SM durante o desenvolvimento foi responsdvel por gerar alteracdes no SNC
e Sl, incluindo a reducdo dos niveis de parvalbumina, prejuizos de memdria e aumento de
citocinas pro-inflamatérias. Interessantemente, a intervencdo de um ambiente enriquecido
resultou na reversdo do perfil-pré-inflamatério e reducdo dos prejuizos de memoaria. Portando,
nossos resultados indicam que a exposicdo a fatores ambientais negativos na infancia altera os
principais mecanismos de resposta ao estresse, resultando em uma sobrecarga alostatica com
efeitos duradouros e prejudiciais para a saude do individuo. As altera¢des bioldgicas

apresentadas pelos adolescentes saudaveis submetidos aos MTI apontam para a importancia de
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mais estudos, sobretudo para a identificacdo de padrdes de vulnerabilidade especificos a
diferentes patologias na vida adulta, incluindo os transtornos humor.

Apesar de o desenho experimental deste estudo demonstrar diversas alteracdes
bioldgicas relevantes, o mesmo foi incapaz de elucidar, com uma maior riqueza de detalhes, o
desenvolvimento ou ndo de algum tipo de transtorno de humor nos adolescentes estudados, e
desperta a necessidade para a realizacdo de estudos longitudinais com estes adolescentes
vulneraveis. Além disso, seria interessante maiores pesquisas com modelo animal de SM com o
intuito de verificar os efeitos do Sl (por exemplo, citocinas) e do SE (por exemplo, cortisol) sobre
o SNC. Uma das abordagens possiveis seria por meio do bloqueio de citocinas e/ou cortisol no
momento da exposicdo ao evento estressor, com a finalidade de avaliar se a intervencao

precoce seria capaz de atenuar as alteragdes bioldgicas e cognitivas observadas neste estudo.
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