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RESUMO

KIELING, K. Efeitos do estresse pré-natal sobre a atividade de linfécitos de uma
prole de camundongos [Effects of prenatal stress on the lymphocytes mice litter
activity] 2008. 152 f. (Dissertagao de Mestrado em Neurociéncias e Comportamento).

Instituto de Psicologia da Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2009.

Sabe-se que o feto é vulneravel a modificagcbes do millieu materno,
especificamente, a exposicdo a um estressor ativa sistemas neuroenddécrinos
(expoentes o eixo hipotadlamo-hipdfise-adrenais — HPA e o sistema nervoso
autbnomo simpatico — SNAS). Quando no tergo final da gestagéo, essas mudancgas
podem interferir com o desenvolvimento/ maturacdo neuroimune. Estudos prévios de
nosso grupo demonstraram que, o estresse pré-natal diminuiu significativamente a
imunidade inata e aumentou o turnover de noradrenalina hipotalamica de
camundongos, dados que somados a outros de literatura levaram aos objetivos
deste trabalho: analisar os efeitos de um estresse pré-natal sobre parametros de
linfécitos de camundongos. Os resultados obtidos mostraram que a aplicagdo de
choques nas patas (0,2 mA, 10 choques/sessao), tanto no tergo final gestacional
quanto apds desafio agudo pds-natal, contudo, ndo modificou significativamente os
parametros linfocitarios avaliados. Baseado nisto, levantamos hipoteses: 1- a
existéncia de vias de redundancia fisiolégica capacitaria 0 organismo a manter sua
homeostasia frente aos estressores empregados; 2- inaptiddo do modelo de
estresse empregado; 3- auséncia de desafio imune prévio a andlise de um sistema
que € responsivo (adaptativo). A primeira hipétese confirmou-se quando
desenvolvemos como estresse pos-natal o modelo do “estresse do metré6 de Nova
lorque”; a segunda hipétese confirmou-se também verdadeira através de desafio em
modelo experimental de a asma OVA-induzida; finalmente, a terceira hipotese foi

confirmada por estudos de outros autores.

Palavras-chave: Estresse, Neuroimunomodulagdo, Catecolaminas, Linfécitos,
Estresse pré-natal, Foot-shock, estresse por contencdo de movimentos.



ABSTRACT

KIELING, K. Effects of prenatal stress on the lymphocytes mice litter activity
[Efeitos do estresse pré-natal sobre a atividade de linfocitos de uma prole de
camundongos] 2008. 152 f. (Dissertagcdo em Neurociéncias e Comportamento). Instituto

de Psicologia da Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2009.

As a consequence of his fast development, the fetus is vulnerable to
modifications from the hormonal maternal millieu. This is explained mainly by the
permeability of the placentary barrier to several hormones and substances. Specifically,
it is known that the maternal exposition to a stressor activates neuroendocrine systems
(exponents, the hypothalamus-pituitary-adrenal axis — HPA, and the sympathetic
autonomic nervous system — SANS), causing an exaggerated production of
neuropeptides, which have the potential to change the motherly-fetus homeostasis.
When this unbalance occurs in the final three months of pregnancy, it may impact fetal
systems that are still being developed/matured, as the immune and nervous systems.
According to previous studies, the prenatal-stress proposed in this work was able to
produce a significant decrease on innate immunity as assessed by the evaluation of the
activity of peritoneal macrophages; it was also, a significant increment in hypothalamic
noradrenaline turnover. Such prenatal events, could be derived and/or reflect a lost in
adaptative immunity homeostasis. The objective of this work was, thus, to analyze
lymphocyte parameters of prenatal stressed mice. A footshock stress (0,2 mA, 10
shock’s of 5 seconds each/session) was applied both in the final third of gestation and/or
in the postnatal adult life. Those stressors was anable to affect the lymphocytes viability
and their subpopulation patterns token from peripheral blood; the esplenic lymphocytes
proliferation ratio were also not changed. Those results suggested that: 1- the stress
model was not effective; 2- the obtained results reflected the absence of an immune
challenge applied previous by the experiments performedb; 3- the existence of
physiologic redundancies turns the organisms able to react in a homeostatic way even

exposed to stress situations.

Key-words: Stress, Neuroimmunomodulaion, Catecholamines, Lymphocytes, | .c....l-
stress, Foot-shock, restraint stress.
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1 INTRODUCAO?

Neste exato momento, arrisco-me a dizer que é possivel que, em algum lugar:
uma gazela foge desesperadamente de uma leoa, um executivo langca suas
melhores estratégias para fechar um contrato, uma equipe cirurgica labuta por <ah/ar
uma vida, um assaltante “briga” por alguns trocados, um trabalhador no térmr
seu expediente enfrenta mais um final de tarde de transito cadtico...

Como ponto de intersecgcdo entre estes eventos, aparentemente téo
desconexos, vivencia-se, em todos eles, a percepgdo de um perigo eminente que
pode incluir, inclusive, sensagao de ameaca as existéncias dos protagonistas.

Nossos sentidos basicos foram “treinados”, ao longo da evolugdo das
espécies, para reconhecerem riscos a nossa integridade, sejam eles de natureza
fisica ou psicolégica. Sendo assim, ndo importa se estamos expostos ao ridiculo
publico que fere nosso orgulho, se estamos perdidos no deserto sem suprimentos ou
se enfrentamos um assaltante ou uma fera. Nossos 6rgaos sensoriais enviam ao
encéfalo os avisos do que se passa no ambiente, estas informacbes sao
processadas e analisadas num contexto de memdrias e conhecimentos prévios e, de
|a, sai a regéncia de uma série de modificagdes da fisiologia de nosso organismo
para reagir de alguma forma a estes estimulos.

Ou seja, todas estas situagcdes sdo, de algum modo ou em algum grau
estressoras.

Num contexto geral, o estresse é tido pelo senso comum como doenga ou,
pelo menos, como desencadeador ou agravante do desenrolar de diversas
patologias. Da mesma forma em que quando estamos exacerbadamente felizes ou
tristes, nossos corpos “materializam” nossas emogdes em lagrimas, nosso encéfalo
“traduz” os estimulos estressores em moléculas que “informarao” a todo nosso
organismo que estamos estressados.

Apoés os modelos cartesianos que buscavam entender o funcionamento dos
organismos por suas partes (sistemas), foi a disciplina denominada
Neuroimunomodulacdo (NIM) ou Psiconeuroimunologia uma das que retomou a
analise do homem vitruviano de Da Vinci, passando a enxergar o Corpo como um

todo, onde as partes se interconectam.

! As referéncias bibliograficas encontram-se no item 2 Revis&o da Literatura.
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Eis o campo de estudo aqui abordado: as relagdes bidirecionais entre o
sistema nervoso central (SNC) e o sistema imune (SI).

Neste contexto, nossa proposta é analisar critica e cientificamente os efeitos
de estimulos estressores sobre parametros e/ou respostas do Sl. Existem diferencas
entre os efeitos de um estresse vivenciado na vida adulta de outro aplicado pré-
natalmente, isto €, no periodo intra-uterino? Verticalizando, qual a intercorréncia
destes fatos sobre parametros indicativos de atividade de linfocitos?

Foi com o objetivo de responder a estas instigantes questdes que este

trabalho foi concebido.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Os dados aqui apresentados, compilam os achados de literatura por nos

considerados como mais relevantes para o embasamento deste trabalho.

2.1 Estresse e neuroimunomodulacéao

“Eu ouvi um grito, e olhei em volta, eu vi o ledo no momento em que ele pulou em
cima de mim. Eu estava sobre um pequeno morro; ele alcangou meu ombro
quando pulou, e nés dois caimos juntos no chdo. Rugindo horrivelmente préximo
ao meu ouvido, ele me sacudiu como se eu fosse um rato. O choque produziu um
esturpor semelhante aquele que parece ser sentido por um camundongo apds a
primeira sacudida do gato. Isso causa um tipo de devaneio em que ndo se sente
dor nem sensagcdo de terror, ou qualquer consciéncia de tudo que esta
acontecendo. Isso foi semelhante ao descrito por pacientes sob influéncia parcial
do cloroférmio que descrevem que véem a operagdo, mas ndo sentem a faca... A
sacudida aniquilou o medo e nao permitiu qualquer sensagao de horror ao olhar a
fera. Esse estado peculiar é provavelmente produzido em todos os animais mortos
por carnivoros; e, se €& assim, € uma providéncia misericordiosa do nosso

benevolente criador para diminuir a dor da morte”

(David Livingstone, Missionary Travels, 1857;
apud KANDEL; SCHWARTZ;JESSEL, 2003).

O texto acima é descrito por Kandel em “Principios de Neurociéncia”,
quando cita a experiéncia de David Livingstone, missionario e explorador escocés
em viagem a Africa em 1857, em seu livro Missionary Travels (KANDEL;
SCHWARTZ;JESSEL, 2003).

Todo ser vivo depara-se, ao longo de sua existéncia, com diversas situagoes
estressantes e, uma vida de sucesso dependera da capacitagdo dos organismos em
montar uma resposta apropriada a qualquer destas situacbes em particular

(HARBUZ; LIGHTMAN, 1992). Logo, é plausivel que tais respostas encontrem-se
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distribuidas de forma ubiqua e, portanto, sejam resultantes da selecdo natural
(DARWIN, 2000).

Parece intuitivo para o leigo, creditar ao uma estresse conexdo com disturbios
de saude. Mas, encarar as respostas fisiolégicas a um estressor como sendo algo
negativo ao bem estar do organismo, pressupde que este processo nao atende ao
molde darwiniano.

Entao, afinal, o que é estresse?

Proveniente do inglés medieval, distress, a palavra foi cunhada inicialmente
na fisica, como sinénimo de tensdo mecanica (FERRARI; LEAL, 2006), e indicava a
capacidade de resisténcia de uma ponte. Entre 1910 e 1920, Walter Cannon,
estudou o tema e sugeriu que essa idéia enquadrava-se bem a imagem de
adaptacdo as mudangas impostas por estimulos estressores: passar de um ponto a
outro, como através de uma ponte mais ou menos resistente (CASTELNUOVO,
2005).

Contudo, segundo Castelnuovo em 2005, o emprego do termo estresse com
finalidade de denominar um novo estado fisiolégico, ndo teria sido mérito de
Cannon. A autora fundamentada no Dicionario etimoldgico da lingua italiana, remete
a procedéncia da palavra estresse ao extinto latim. No jargao latino popular, districtia
significava angustia, aperto ou aflicdo. Empregada pelos franceses, esta palavra
latina tornou-se distress, e os italianos receberam de volta o neologismo criando o
verbo strizzare (estressar-se) (CASTELNOUVO, 2005). Seja qual for a real origem
etimoldgica, fato é que os seres vivos sempre vivenciaram tal situagao.

Fisiologicamente, estresse define-se como o conjunto de alteragdes organicas
que visam um novo estado de homeostase, em resposta a um estimulo estressor. Ja
estressor, caracteriza-se, como qualquer agente (endégeno ou ambiental) capaz de
produzir respostas reativas que alterem a homeostasia e, seu reconhecimento na
circuitaria nervosa como tal, esta condicionado ao grau de alteragao fisiologica que
ele envolve e/ou as experiéncias prévias do individuo (HERMAN; CULLINAN, 1997).
As respostas emitidas em consequéncia destes estimulos s&o geralmente
adaptativas a curto prazo (VISWANATHAN ET AL., 2005; DHABHAR, 2003;
DHABHAR E MCEWEN, 1997); no entanto, podem também serem prejudiciais,
especialmente quando o estimulo estressor se mantém por um periodo prolongado
ou crénico (SAUL ET AL, 2005; MCEWEN, 1997).
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Foi Hans Selye, na revista Nature de 4 de Julho de 1936, o primeiro autor a
valer-se da palavra “estresse” para indicar a “sindrome de adaptacdo geral” ou
“sindrome produzida por varios fatores nocivos”. Sua publicacdo historica, descreve
que, num primeiro momento apds a exposi¢cao a estimulos lesivos/nocivos, o corpo
reage de acordo com um determinado padrao estereotipado de sinais e sintomas
que incluem hipertrofia das adrenais, uUlceras gastricas e atrofia de 6rgaos linféides
como bacgo, timo e linfonodos, transudagdo pleural e peritoneal. Selye denominou
este primeiro estagio de “reagdo geral de alarme”. A partir dai, o cessar ou a
continuidade da exposicdo ao estimulo estressor determina, respectivamente, o
retorno a condigdo fisiolégica normal ou a sindrome decorrente da manutengao
destas alteragbes até um padrdo de “exaustdo” organica. (COSTA-PINTO, 2004;
STANDFORD E SALMON, 1993).

Estas observagdes acarretam, obrigatoriamente, o entendimento légico de
que estressores, de qualquer natureza, sao sempre interpretados de forma
semelhante pelo encéfalo, que responde com a liberacbes de substancias que
afetardo diretamente todo o organismo e nele, o sistema imune (Sl). Nascia a idéia
de NIM e, num primeiro momento, estabelecia-se a idéia de que a exposi¢ao
continuada a um estressor implicava um quadro de doenca.

Esta bem descrita na literatura cientifica a existéncia de vias bidirecionais de
modulagdo neuroenddcrina e imunoldgica, relacionadas, principalmente, aos efeitos
do estresse. Diversos estudos tém demonstrado uma fundamentagao
neuroimunoldgica para o desenvolvimento de algumas disfungdes psicoldégicas como
depressao, ansiedade, anorexia nervosa, sindrome de fadiga cronica ou estresse
pods-traumatico; algumas teorias acerca de doengas como patologias inflamatérias,
metabdlicas e auto-imunes, como por exemplo alergias, asma, cancer, doenca de
Alzheimer e esclerose multipla tém se respaldado em idéntica fundamentacao
cientifica (TAGAY ET AL., 2005; WINDLE ET AL., 2001; LAWRENCE E KIM, 2000;
MCEWEN ET AL, 1997; DINARELLO E SAVAGE, 1989).

Neste sentido, o entendimento das bases fisioldgicas do estresse proporciona
nao apenas um approach para analises cientificas, mas também uma possibilidade
de avango em questdes socio-econdbmicas. Um estudo publicado no European
Journal of Health Economics calcula que no ano 2000, das 24,5 milhdes de pessoas
em idade produtiva na Franca, de 300 a 400 mil experimentaram problemas de

saude relacionados a estresse no trabalho e destas, cerca de 2300 a 3600 vieram a
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obito. Os gastos com tratamentos e perda de servico calculados neste contexto
foram de 1,2 a 2 bilhdes de euros, isto &, consumiram de 14 a 24% das verbas do
sistema de saude francés (BEJEAN E SULTAN-TAIEB, 2005).

Porém, retomemos a idéia de que “o estresse, em si, € um mecanismo natural
de adaptacdo, ndo uma doencga”, parafraseando o neurofarmacologista Cristoforo
Scavone (apud ZORZETTO, 2006).

Neste sentido, €& sabido que alteragbes enddgenas ou ambientais
estressoras podem acarretar ativacdo cronica ou transitéria do eixo hipotalamo-
hipofise-adrenais (HPA) e do sistema nervoso autbnomo simpatico (SNAS). A
resposta do eixo HPA inicia-se nos neurdnios do nucleo paraventricular hipotalamico
(PVN), com liberagcdo via sistema circulatério portal de hormoénio liberador de
corticotrofina  (CRH). Este, acarreta a subsequente liberacdo de
propoiomelanocortina (POMC), clivada a B-endorfinas, horménio estimulador de
melanécitos (MSH) e horménio adreno-corticotropico (ACTH). Este ultimo,
alcangando o cortex das adrenais sinaliza secregao de glicocorticoides. Além disso
ocorre, concomitantemente, a ativacdo do SNAS, via ativagdo do locus coeruleos,
com liberagdo de catecolaminas pela medula das adrenais e pelas terminacdes
nervosas do SNAS. Modifica-se, assim, o SI. O mesmo €& valido quando
consideramos os efeitos de estimulos imunes sobre o SNC, sendo um classico

exemplo o comportamento doentio (Figura 1).
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ESTRESSE

Hipotalamo ]

CRH (PVN)
SNAS Adenohipofise

ACTH
v \ 4
Adrenais - Medula Adrenais — Corte
v
Catecolaminas Glicocorticoides B-endorfinas

Citocinas, guimiocinas, etc...

Figura 1 — Esquema ilustrativo dos eixos de comunicagdo SNC — Sl. ACTH: horménio adreno-
corticotropico; CRH: horménio liberador de corticotrofina; PVN: nlcleo paraventgricular hipotalédmico;
SNAS: sistema nervoso autbnomo simpatico.

Em conjunto, a ativagdo destes sistemas leva a um estado de alerta que,
entre outros, inclui,: midriase, ativacdo de regidbes de memoria, aumento da
capacidade cardio-respiratéria e mecanismos de lipolise e gliconeogénese (que por
sua vez geram a mobilizagdo energética), além de analgesia pela agdo opidide.
Tudo isto, culmina no classico modelo de responsividade a estressores proposto por
Cannon e Selye em 1932, denominado “luta ou fuga” (STRATAKIS E CHROUSOS,
1995).

Focando-se mais nos efeitos relativos as interagbes neuroimunes,
encontramos dados na literatura que demonstram ser a ativacdo do eixo HPA e do
SNAS em resposta ao estresse capazes de alterar tanto a capacidade funcional
quanto o padrao migratério das células do sistema imune (DHABHAR E MCEWEN,
1997; STEFANSKI, 2001; ENGLER, 2004); estas alteracbes sao dependentes das
caracteristicas do agente estressor, em especial, sua intensidade, tipo (fisiolégico ou
psicolégico — processing) e tempo de exposigdo (agudo ou crénico) (GAMARO,
1998; BAUER ET AL., 2001; KIELING ET AL, 2005).
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Neste ambito, as citocinas e imunoglobulinas (Ig’'s) desempenham um papel
relevante. As citocinas sao moléculas importantes na imunorregulagcdo; atuam na
inflamacado, febre, comportamento doentio, proliferacdo e diferenciacdo celular,
sintese de proteinas de fase aguda, quimiotaxia, catabolismo, fibrose, agdes
antivirais e producdo de outras moléculas de citocinas e moléculas de adeséo.
Originam-se de diversas células, sendo as principais os macréfagos, os linfocitos, as
células Natural Killer (NK), os mondcitos, as células dendriticas, endoteliais e
epiteliais, os fibroblastos e os astrdcitos. Alguns representantes desta “familia” de
glicoproteinas sao a IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, o fator de necrose tumoral (TNF) e os
interferons (INF) (FONSECA, 2005; ROTHWELL e STRIJBOS, 1995; JANEWAY et
al., 2001; ROITT, BROSTOFF e MALE, 2001).

Diversos trabalhos tém demonstrado que as respostas neuroendocrinas ao
estresse podem regular genes de citocinas e, no sentido inverso, ha mais de 10
anos ja se descreve a existéncia de um sistema de transporte ativo de citocinas da
periferia para o SNC, que, por sua vez, modulam a atividade neural (GUTIERREZ et
al, 1994).

Como bem exemplificou Baccan em sua tese de doutorado (2004), uma vasta
amplitude de genes do sistema imune pode ser regulada pelos glicocorticoides
(BACCAN, 2004).

A autora demonstra que os glicocorticéides podem tanto aumentar a
transcricdo de citocinas anti-inflamatérias (IL-4 e IL-10) como diminuir aquela de
pré-inflamatérias (ILs 1, 2, 6, 8, 11, 12; TNF-a; IFN-y e GM-CSF); podem, ainda,
atuar sobre moléculas de adesao: diminuindo a transcricdo de ICAM-1 e VCAM-1,;
ou, ainda, sobre genes envolvidos na regulagao da inflamacgéao: diminuindo a sintese
de prostaglandinas e a expressdo das enzimas Oxido nitrico sintase e INOS
(BACCAN, 2004).

Todos estes trabalhos, exemplificam a “conversa” neuroimune. Como ja
salientado, desde o inicio do século passado ja haviam descrigbes relativamente
detalhadas dessa interacdo no sentido SNC —>SlI, porém, foi somente na década de
70 que o grupo liderado por Hugo Besedovsky mostrou, pela primeira vez, que
componentes do Sl influenciavam fungdes neuro-enddcrinas. Estes pesquisadores
utilizarando ratos demonstraram que a imunizacao feita com diferentes antigenos
aumentava, em até trés vezes, a concentragao sérica de corticosterona e, também,

propiciava maior atividade elétrica de neurdnios ventromediais hipotalamicos
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(BESEDOVSKY et al, 1977 e 1975). Capcioso abordar aqui que, na época, o
trabalho foi rejeitado pela revista Nature, pois, segundo os referees: “ele trazia
evidéncias de que o cérebro deveria receber informagdes do sistema imune”
(BACCAN, 2004; ADER, 2000), isto é, recusado exatamente pelo conceito que
demonstrava.

Costa-Pinto fez uma analise interessante destas publicagdes: o aumento
sérico de corticosterona e da atividade elétrica de neurbnios hipotalamicos nao
parecia ser apenas uma coincidéncia temporal pois, animais que individualmente
nao respondam a imunizacdo também nao apresentam estas alteracbes. Os
experimentos foram replicados posteriormente com maior detalhamento por Saphier
e colaboradores em 1987, confirmando-se esta hipotese (COSTA-PINTO, 2004).

Na continuidade de seus estudos, o grupo de Besedovsky correlacionou uma
diminui¢cao hipotalamica de NE com o pico de produgao de anticorpos (Ac’s), e mais
que isto, reproduziu os fatos in vitro com cultura de linfécitos ativados. Além disto,
mostraram uma tendéncia para uma redug¢ao dos niveis de NE no tronco encefalico
(BESEDOVSKY et al, 1983). Dando sequéncia a estas observagdes, Carlson e
colaboradores demonstraram, novamente, que havia uma diminuicdo dos niveis de
NE no PVN hipotalamico no pico de producéo de Ac’s (CARLSON et al, 1987).

Atualmente, ja esta bem aceito que a ativagdo do SNAS atua de forma crucial
sob o sistema imune; a propria anatomo-fisiologia destas interagdes abre espaco
para discussdes do tipo “ovo e galinha”.

Fibras pds ganglionares simpaticas adrenérgicas possuem ramificagdes que
inervam orgaos linféides como timo (NANCE e BURNS, 1989; NANCE, HOPKINS e
BIEGER, 1987; BULLOCK E MOORE, 1981), bagco (CANO ET AL, 2001;
BELLINGER ET AL, 1993), linfonodos (SHEPHERD ET AL, 2005; ROMEO ET AL,
1994; KURKOWSKI ET AL, 1990), tonsilas, medula 6ssea e tecidos associados a
mucosa (GALT e BALT: gut-associated lymphoid tisue e bronchus associated
lymphoid tissue) (NANCE E SANDERS, 2007; FELTEN et al, 1985).
Especificamente, quando considerada a inervacido esplénica, um estudo publicado
em 1982 demonstrou que 98% desta é formada por fibras nervosas simpaticas
(KLEIN et al, 1982).

Estas terminagcbes nervosas fazem contato sinaptico (as denominadas
sinapses neuroimunolégicas) (TOURNIER e HELLMANN, 2003) na vizinhanga de

células T, B e macréfagos, permitindo que a NE influencie diretamente a atividade
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destas células (KOHM e SANDERS, 2000; MADDEN, 2003). De fato, alguns estudos
revelam que os leucdcitos possuem, em sua superficie, diferentes tipos de
adrenorreceptores, e que sua expressao € alterada de modo diferencial conforme o
estado de ativacdo imunoldgica (CAZAUX et al, 19952°).

Aparentemente, todos os leucdcitos expressam receptores B-adrenérgicos
(BAR), com excegéo apenas dos clones de linfocitos auxiliares (T CD4") do tipo Th,
(KOHM e SANDERS, 2000; MADDEN, 2003; SANDERS, 2006). Mais
especificamente, estudos demonstraram que células T, NK, mondcitos CD4" e
células B expressam B,AR. A ligacdo da NE a esses receptores aumenta os niveis
de cAMP intracelular, culminando com varios efeitos intracelulares caracteristicos,
dentre os quais alguns que levam a uma inibicdo de proliferacdo de células T via
inibicdo da produgado de IL-12, importante estimulo proliferativo (RAMER-QUINN,
BAKER e SANDERS, 1997; SANDERS 1998; ELENKOV et al., 2000; KOHM e
SANDERS, 2000). E mais, demonstrou-se que a diminui¢gdo induzida por NE da
expressdo de receptores para IL-12 em células CD4" ocorre via estimulagdo dos
B2AR (BACCAN, 2004).

Como as células Thy maduras nao expressam B>AR, a NE nao afeta,
diretamente, a produgédo das citocinas tipo Thy. porém, ao diminuir a produgédo de
citocinas do tipo Th4, pode indiretamente aumentar a produgdo de citocinas de
imunidade humoral. Na maioria dos dados da literatura, a NE é relatada como tendo
uma acao antiinflamatodria, por inibir a expressao de citocinas pré-inflamatérias do
tipo Thy (PANINA-BORDIGNON et al, 1997; BORGER et al, 1998; KALINICHENKO
et al, 1999; MALARKEY et al, 2002).

Em resumo, os efeitos da NE em células T CD4", via estimulagédo de B.AR,
vao depender do modelo analisado. Para se determinar estes efeitos, alguns fatores
sao importantes, como o momento de exposicdo as catecolaminas, o estado de
ativacao celular, a concentragdo dos neurotransmissores no momento em que se
deu a exposicao, e, dentre tantos outros, a expressado diferencial de B,AR na
superficie de células Thq e Th, ativadas (NAVARRO, 2005).

Ja os conhecimentos relacionados com a presenca e o papel dos receptores
a-adrenérgicos em células imunes ainda n&o séo conclusivos, tendo-se sugerido
que estes sejam expressos apenas em celulas mononucleares (linfocitos, mondcitos

e macréfagos) de compartimentos especificos como, por exemplo, nos espagos
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alveolar e peritoneal, ou, ainda, em algumas condicdes patoldgicas (HASKO e
SZABO, 1998; ELENKOV et al, 2000).

Ainda discorrendo sobre a relagdo neuroimune, mas redirecionando seu
enfoque, com um modelo experimental de alteracdo de preferéncia ao sabor, Basso
e col. (2003, 2004) mostraram entre tantos fatos, que a alteragdo comportamental
era acompanhada por um aumento da expressao de c-fos no PVN hipotalamico e no
CE da amigdala. Este mesmo grupo mostrou que o aumento de c-fos envolvia a
imunoglobulina E (IgE). De fato, quando testados frente ao uso de bloqueadores de
IgE, obteve-se ndo somente a prevengao do aumento de c-fos no PVN, mas também
da alteragdo comportamental de preferéncia de sabor (BASSO et al., 2003, 2004;
COSTA-PINTO et al., 2005).

Palermo-Neto e col. (2000) mostraram condicionamento semelhante, mas
empregando o modelo de inflamagdo pulmonar. Depois de algum tempo do
pareamento som e luz (estimulo neutro) com inalacdo de ovalbumina em animais
OVA-sensibilizados foi possivel observar que apenas o estimulo neutro era capaz de
eliciar as alteragdes comportamentais e imunes observadas, ou seja, eram iguais
aquelas obtidas apds a inalacdo de ovalbumina por animais OVA-sensibilizados.
Logo, os autores mostraram o condicionamento das respostas comportamentais
desencadeadas pela reagao anafilatica (PALERMO-NETO et al., 2000).

Ja Portela e col. (2001) apresentaram dados consistentes de que o estresse
aumenta a infiltracdo de leucécitos na inflamagdo das vias aéreas antigeno-
induzidas em ratos, o que sugere que a resposta ao estresse é fisiopatologicamente
significativa para modular uma resposta anafilatica pulmonar (PORTELA et al.,
2001). Resultados semelhantes foram demonstrados por Nogueira e col., ao
descreverem um aumento da inflamagao induzida pelo alérgeno OVA nas vias
aéreas de uma prole de ratos OVA-sensibilizados na fase adulta e expostos a um
modelo crénico de estresse pré-natal (NOGUEIRA et al., 1999).

Uma hipétese plausivel para argumentar todos estes dados, aqui
exemplificando as relacbes da NIM, foi apresentada pela por Blalock em uma
“opiniao” de apenas 3 paginas publicada no The Journal of Immunnology em 1984,
entitulado “O sistema imune como um o6rgao sensorio”. O autor inicia comunicando
trés idéias com respeito as interacdes dos sistemas imune, enddcrino e nervoso
central: 1) que havia uma razao logica para as interagdes entre os sistemas imune e

neuroenddcrino; 2) que o sistema imune poderia funcionar como um 6rgao sensorio
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e; 3) que no futuro (diga-se aqui, atualmente, uma vez que a publicacdo data de
mais de 20 anos) poderia ser dificil fazer a distingdo dos receptores e sinais que
estes sistemas utilizam para comunicar-se entre si (BLALOCK, 1984).

A seguir, o autor defende a idéia de que a “neuroimunoendocrinologia” n&o
seria, nem mesmo naquela época uma area nova do conhecimento. Seus
argumentos baseavam-se em estudos prévios que demonstravam a existéncia de
vias neuroanatébmicas aferentes e eferentes diretas entre o SN e 6rgéos linféides;
destaca ainda, que lesdes de nervos ou grupos de neurbnios eram capazes de inibir
funcdes do S| do mesmo modo que estimulacao elétrica dessas poderia modula-las.
Ja no sentido SN->SI, considera o fato ja conhecido na época de comprometimento
da efetividade da imunidade celular em casos de hipopituitarismo. No sentido inverso
(SI-SN), lembra que desafios antigénicos apresentavam potencial para induzir firing
de neurdnios hipotalamicos (BLALOCK, 1984).

Finalmente, o autor deixa trés perguntas aos leitores: 1) Teriam as linfocinas e
os hormodnios peptidicos neuroenddcrinos fungées em comum? 2) Teriam as células
do SN e do Sl receptores em comum para sinais peptidicos? 3) Existiriam peptideos
que seriam comuns aos Sl e SN? (BLALOCK, 1984).

Mesmo com a relativa precariedade de técnicas da época, o que o autor
consegue €, a faganha de compilar dados numa abordagem nova e, principalmente,
“predizer” situagdes futuras. Sua brilhante publicagéo foi, deste modo um marco na
imunologia, brindada no presente ano (2007) com uma revisdo especial (Named
Series) publicada em comemoracao aos 20 anos da Brain, Behavior and Immunity:
“‘Desenvolvimento Conceitual do SI como um sexto sentido” (BLALOCK, 1984).

O argumento que embasa a teoria proposta por Blalock advém de
observacdes anatomo-bioquimicas. Considerando que as células do Sl ndo sao
interligadas, como ocorre com um 6rgao sensorio, fixo anatomicamente e, conectado
ao enceéfalo por nervos, o autor embasou sua concepgao em resultados advindos de
variados experimentos que mostram presenca tanto de peptideos como de
neurotransmissores e de receptores comuns para estas moléculas nos Sl e SN.
Logo, apesar de nao haver oOrgaos e nervos ligados anatomicamente, a
comunicagdo dos sistemas entre si dar-se-ia através de moléculas e receptores
idénticos; apresentava-se, deste modo, uma possibilidade inquestionavel
(BLALOCK, 1984).
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Porém, retomemos novamente a idéia de NIM na perspectiva do estresse.
Admitindo-se, as respostas fisioldgicas descritas por Walter Cannon: de nada
adiantaria lutar ou fugir do estressor e morrer horas depois de infecgdo por
patdgenos inoculados pelos traumas e escoriagdes decorrentes.

Dadas as proporgdes de citagdes oriundas até hoje, pode-se dizer que Dhabhar
e McEwen foram os autores melhor conseguiram justificar as respostas a esta
questao (DHABHAR, 2003 e 2002; MCEWEN, 2000; DHABHAR e MCEWEN, 1997).
Os autores descrevem o “Espectro do estresse”, onde correlaciona-se a vivencia de
exposigao a um estressor por sua intensidade ou cronicidade: a exposi¢gao aguda ou
moderadamente intensa estimulante e, a exposi¢cdo crénica ou extremante intensa
debilitante das fungdes do Sl. Entre estes extremos, um periodo de resiliéncia,

conforme detalha a Figura 2.

Espectro do estresse

| [ES TIRIESSO)RS

Manutencgéo da Perda da
homeostase homeostase

Redistribui¢ao leucécitos; Redistribuicao leucécitos;
Imunididade inata; Imunididade inata;
Funcgao de céls. efetoras; R Funcgao de céls. efetoras;
Imunidade celular; RESILIENCIA Imunidade celular;
Imunidade humoral; Imunidade humoral;
Resisténcia a doengas e Resisténcia a doengas e
céancer (?) cancer (?)

EUSTRESSE DISTRESSE

Figura x. Espectro do estresse. Adaptado de Dhabhar e McEwen, 1997.

Contudo, esta premissa tdo bem estabelecida, s6 € valida quando
consideramos individuos adultos. Quanto as questdes relacionadas ao estresse no
periodo peri-natal, de modo geral ndo ha ainda um consenso bem estabelecido entre

os autores.
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2.2 Estresse pré-natal

Da-se o nome de fase perinatal ao intervalo de tempo que tem inicio na
concepgao e termina no desmame. A gestagdo coincide com o periodo pré-natal,
estendendo-se da concepcdo ao parto. Finalmente, o periodo neonatal estende-se
do parto ao desmame. Ja o periodo perinatal, dividide-se em 4 fases:

1. implantacdo: comega na fecundagdo do odcito e termina com a implantagédo do
blatocisto no endométrio;

2. organogénese: periodo de formagédo dos 6rgaos rudimentares, fase de intensa
proliferacao, diferenciacdo e migragao celular;

3. desenvolvimento fetal: crescimento dos tecidos. Este periodo € marcado por uma
alta taxa de replicagdo celular e é nele que acontece grande parte da maturacéo e
diferenciagcado do cérebro e do sistema imune. Em camundongos, esta fase vai do
15° ao 19° dia de gestacdo (VOM SAAL, 1991); foi por isso que escolhemos este
periodo para a realizagdo das manipulacdes pré-natais deste trabalho;

4. periodo neonatal: corresponde do nascimento ao desmame.

Esta bem documentado que eventos deletérios ocorridos durante a gestacao
podem induzir defeitos neurobiolégicos e comportamentais na prole. Estresse
maternal aplicado ou induzido nas fémeas durante a gestacdo, pode induzir efeitos
de longa duragdo no desenvolvimento fisico, neuroquimico, comportamento,
regulagéo do eixo HPA e na imunocompeténcia da prole (MAZUR-KOLECKA et al.,
1996; PALERMO-NETO et al., 2001; FONSECA et al., 2002). Conforme estes
autores, choques elétricos aplicados nas patas, restricdo de movimentos com ou
sem acendimento de luzes ou elevagao de temperatura, barulho, superpopulagao ou
outro estimulo estressor aplicado as fémeas tém sido apresentados como afetando
todas as variaveis indicadas acima na vida adulta da prole.

Tanto em ratos quanto em camundongos, alteragcdes induzidas por estresse
materno sao mais freqientemente apontadas quando o estresse € aplicado durante
o tergo final da gestagéo, periodo durante o qual ha diferenciagdo das génadas, trato
reprodutivo, érgaos linféides e formacao encefalica (PALERMO-NETO et al., 2001;
FONSECA et al., 2002; GERARDIN et al., 2005).

Dentre estes, Gerardin e col. demonstraram que uma prole de fémeas

submetidas a estresse de restricdo nesse periodo de gestacdo apresentava
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masculinizagdo encefalica incompleta, diminuicdo da distancia anogenital e das
dosagens de testosterona sérica, além de redugdo do comportamento sexual e do
numero de ejaculagdes (GERARDIN et al., 2005).

Mais do que isso, um recente trabalho de doutorado realizado em nossos
laboratérios mostrou que camundongos machos e fémeas, submetidos a um
estresse pré-natal por choque nas patas no terco final de gestagao, apresentavam,
aos 30 dias de vida: 1) aumento de atividade geral no campo aberto; 2) padréo
ansiogénico por analise no labirinto em cruz elevada (pluz maze); 3) diminuicdo da
atividade dos macrofagos peritoneais (significativo aumento de liberagao de peréxido
de hidrogénio espontaneo e induzido pelo PMA) e; 4) aumento do turnover de NE
hipotalamica. Especialmente nos machos da prole, evidenciou-se uma diminuigao
dos niveis séricos de corticosterona e aumento do turnover de NE no hipotalamo
(FONSECA, 2005).

Uma boa hipdtese para explicar os resultados comportamentais relatados
acima, pressupde um aumento da atividade do sistema catecolaminérgico central.
Ha mais de 20 anos ja se evidenciou que areas da regido limbica como o
hipotalamo, a amigdala e o hipocampo apresentavam aumentos rapidos e de
significativa magnitude no turnover de NE em resposta a estressores como, por
exemplo, choque nas patas (FONSECA, 2005). Em animais de laboratério, mostrou-
se que o estresse aumentou a atividade de células do locus coeruleus (PAVCOVICH
et al., 1990).

Neste mesmo trabalho (FONSECA, 2005), observando mais focadamente a
atividade imune, os autores mostraram que o tratamento da mae com um
antagonista opidide, a naloxona, 30 minutos antes da aplicacdo do estresse,
prevenia estes efeitos. Ainda, mostraram que o uso de um inibidor da sintese de
glicocorticéide, a metirapona, aplicada 3 horas antes do estresse pré-natal, também
interferia com a atividade dos macréfagos peritoneais da prole de camundongos
avaliada aos 30 dias, com efeitos diferenciais quando avaliados machos e fémeas
(FONSECA, 2005).

Todos estes achados evidenciam que, a ativagdo de sistemas de
neurotransmissores relacionados a resposta ao estresse da mée, altera, de alguma
forma, os sistemas ainda em formacdo da prole. Verticalizando os achados, a
ativacao simpatica, por liberar NE em terminacbes com intima associacdo com

células imunes, favoreceria a sintese de citocinas do tipo Thy, que iniberiam a
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resposta imune celular. Isto inclusive, permitiria explicar a diminuicdo da atividade
dos macrofagos peritoneais relatada em nossos laboratérios em animais
estressados no tergo final da gestagdo (FONSECA, 2005).

Diversos estudos tém demonstrado que fémeas gestantes em que se inflige
um estresse pré-natal respondem com um aumento da producido dos hormdnios do
estresse durante periodos criticos do desenvolvimento encefalico fetal, provocando
como resposta uma redugcdo do numero de receptores para corticosterdides
hipocampais na prole (WEINSTOCK, 2005 e 2001; LEMAIRE et al., 2000; VALEE et
al., 1997).

Um fato contundente € o de que ha uma correlagao positiva entre os niveis
plasmaticos de corticosterona em roedoras gravidas e seus fetos (CADET et al.,
1986; WILLIAMS et al., 1999). Mais especificamente, Williams e col. demonstraram
em ratas que a titulagdo plasmatica de corticosterona, aldosterona e ACTH, 15
minutos apds a exposicao a um estressor, elevava-se em fémeas gestantes e, em
igual padréo, em seus fetos (WILLIAMS et al., 1999). Em humanos, esta premissa
parece ser também valida: apos a administragdo de glicocorticoides sintéticos a
mae, fetos entre 20 e 34 semanas apresentaram alteragdes de responsividade a
estimulacao vibro-acustica (ROTMENSCH et al., 1999).

Pois que se por um lado ha o aumento de glicocorticbides decorrente de
estimulos estressores, por outro ha a regulagdo fisioldgica deste aumento
proporcionalmente ao direcionamento do final da gestagéo.

Ja evidenciou-se tanto em humanos quanto em primatas superiores que ha
uma continua produgéo placentaria de CRH, dentre a 8 e 10 semanas gestacionais
(MAJZOUB e KARALIS, 1999; CHALLIS et al., 1995;). Ativado por glicocorticoides, o
CRH placentario é detectavel tanto nos compartimentos materno quanto fetal
durante a gravidez, sendo o eixo HPA materno regulado por feedback positivo
durante a gestagdo. Como consequéncia, os niveis circulantes de cortisol e ACTH
da mae aumentam gradualmente durante a gestagéo, culminando em uma elevagéo
de 20 vezes das concentragbes de CRH maternos algumas semanas antes do parto
e, atuando de forma crucial para que este ocorra (FRIM et al., 1988).

A exposigao intrauterina aos glicocorticoides é regulada pela expresséo
placentaria da enzima 11pB-hidroxiesterdide dehidrogenase (113-HSD), a qual tem

duas isoformas: 11B-HSD do tipo 1, que é bidirecional, atuando como oxidase e
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redutase convertendo o cortisol ativo a cortisona inativa e; 11p-HSD do tipo 2,
unidirecional, atuando exclusivamente como uma oxidase que converte o excesso
de cortisol fetal circulante a cortisona inativa (KAJANTIE et al., 2003; BROWN et al.,
1996). Esta ultima, servindo para proteger o feto de exacerbados niveis de
glicocorticéides. Além disso, alguns estudos sugerem que a exposig¢ao fetal aos
glicocorticides seja cerca de 10 vezes menor que o0s observados nos
compartimentos maternos (SECKL et al., 1995). O papel preciso da 11-HSD em
relacdo a situacbes de estresse materno, permanece, contudo, sob investigacao
(AUSTIN, LEADER e REILLY, 2005).

Nao obstante, por volta do 17° dia de gestacao o eixo HPA fetal ja é capaz de
responder as alteragbes dos hormdnios maternos com liberagdo de CRH, ACTH,
corticosterona e B-endorfinas (OHKAWA et al, 1991; WEINSTOCK et al., 2005).
Assim, além dos glicocorticdides e da B-endorfina materna, que atravessam a
placenta, o feto também tem que controlar o funcionamento do seu proprio eixo HPA
e do seu SNAS.

Varios trabalhos demonstraram que a aplicagdo de um estresse pré-natal
altera a homeostasia neuroendocrina da prole e também que estas alteragdes sao
observadas até a idade adulta (WEISNTOCK et al. 2005; WARD et al., 2000;
SOBRIAN et al.,, 1997; VALEE et al., 1999). Além destes dados, Sobrian e col.
(1992) relataram diminuigdo dos niveis séricos de IgG em uma prole de ratos
submetidos a um estresse durante o terco final de gestagao (choque nas patas do
15° ao 21° dias de gestacao) e estudada aos 7 e aos 28 dias de vida (SOBRIAN et
al., 1992).

Nos estudos de Palermo-Neto e col. (2001) demonstrou-se que a prole de
fémeas submetidas ao mesmo modelo de estresse por choque inescapavel nas
patas entre os dias 15 e 19 de gestagao, apresentaram: (1) diminuigdo da atividade
locomotora na zona central do campo aberto e aumento na zona periférica; (2)
diminui¢cdo do numero de entradas aos bragos abertos do pluz-maze e diminui¢do do
tempo despendido em exploragdo dos bragos abertos; (3) diminuigdo do
espraiamento de macréfagos e fagocitose; (4) aumento de crescimento tanto nas
formas sdlida quanto ascitica do tumor de Erlich (PALERMO-NETO et al., 2001).

Alguns autores estudaram a triade estresse pré-natal, sistema imune e

dimorfismo sexual: Klein e Rager (1995) mostraram que a citotoxicidade das células
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NK era menor em machos que em fémeas jovens, independente da exposicdo ao
estresse in Utero. Neste trabalho, a exposicao a um estresse do 14° ao 21° dia de
gestacgao reduzia ainda mais a atividade das células NK apenas nos machos adultos
(KLEIN e RAGER, 1995). Kay e col. (1998) mostraram que a aplicacéo de luz e
barulho durante toda a gestagdo diminuia a citotoxicidade das células NK e dos
linfécitos sanguineos e a taxa de proliferagdo dos linfécitos esplénicos, efeitos estes
mais marcantes na prole de fémeas (KAY et al, 1998). Llorente e col. (2002)
observaram que o estresse aplicado a ratas durante o tergo final de gestacéo
resultava em hipertrofia da adrenal apenas na prole de fémeas. Em resposta a um
estresse cronico aplicado na idade adulta, foi observado aumento no peso da
adrenal apenas na prole de machos (LLORENTE et al,2002).

Uma relevante revisdo sobre este tema foi apresentada por Von-Hertzen;
nela, o autor mostra em resposta ao estresse pré-natalmente aplicado que os
hormdnios da resposta ao estresse atravessam a barreira placentaria e, também,
que ocorrem alteragbdes significativas do desenvolvimento do sistema imune,
principalmente em relagéo a diferenciagédo de células T (VON-HERTZEN, 2002).

Todos estes achados evidenciam que, a ativacdo de sistemas de
neurotransmissores relacionados a resposta ao estresse da mae, altera, de alguma
forma, os sistemas ainda em formacao da prole.

Uma hipdtese plausivel para explicar os efeitos derivados de um estresse
pré-natal € dada por Myatt em sua publicagdo Placental adaptive responses and
fetal programming. Nesta, a autora discorre que modulagdes permanentes podem
ser geradas no feto por meio epigenético (imprinting génico), via metilagdes no DNA
e acetilacdo de histonas fetais (MYATT, 2006). Myatt traz neste contexto
informacdes adicionais importantes ao correlacionar os mecanismos de imprinting
com o estresse materno. Retoma, deste modo, um conhecimento ja descrito com
detalhes 10 anos antes, na revista da Sociedade de Genética da América: “A
evolugao do imprinting génico” (MOCHIZUKI, TAKEDA e IWASA, 1996).

Neste sentido e de certo modo, a idéia de reprogramacdo fetal por
decorréncia de estimulos aplicados a mae, ja havia sido igualmente descrita. Ora,
mesmo sem a capacidade, obviamente técnica, de discorrer sobre os aspectos da
biologia molecular envolvidos neste processo, Barker e colaboradores ja haviam
postulado em 1986 que influéncias adversas vivenciadas no periodo de

desenvolvimento e, particularmente, durante a vida uterina, poderiam resultar em
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modificagdes permanentes na fisiologia € no metabolismo fetais, que resultariam em
um maior risco ao desenvolvimento de doencas na vida adulta (BARKER et al,
1989).

Dados epidemiolégicos sobre doengas cardiovasculares suscitaram o
estudo de Barker e colaboradores, que analisaram em escala geografica a
correlacao de fatores de risco como tabagismo, concentragbes séricas de colesterol
e de triglicérides, presséo arterial, etc. Os resultados indicaram que apenas dados
fisiologicos/ metabdlicos bem como os habitos e o estilo de vida, por si s6, ndo eram
capazes de predizer com precisdo o risco a estas doencas em questdo. Ora, se 0s
parametros da vida adulta ndo eram suficientes, o insight do autor foi supor que
talvez eventos ocorridos durante o periodo uterino estivessem ligados a incidéncia
das patologias. Nesta linha de raciocinio, encontraram uma correlagao direta entre a
alta taxa de mortalidade de neonatos de regides menos favorecidas socio-
economicamente e a igualmente alta prevaléncia de doengas cardiacas em adultos
destas regides (BARKER, 2007).

A partir de entdo, foram comparadas 23 patologias tipicamente de adultos
com parametros perinatais, encontrando-se correlagao entre fatos gestacionais e
peso ao nascimento e bronquite cronica e cancer de estomago, além das patologias
cardiovascularres. Inaugurava-se, ai, um novo campo epidemiolégico que
extrapolava condi¢des de saude na vida adulta com parametros perinatais, dentre os
quais, o peso ao nascer foi um fator especialmente marcante (BARKER, 2007).

Os argumentos de Barker e colaboradores ganharam tamanha aceitacao
da comunidade cientifica que sado hoje reconhecidos como “Hipotese de Barker® ou
ainda “Hipdétese das origens desenvolvimentais das doengas de adultos”
(“developmental origins of adult disease hypothesys”) (BOO e HARDING, 2006;
BRAKEFIELD et al, 2005; LAU e ROGERS, 2004).

Portanto, os dados agora apresentados indicam indubitavelmente que a
exposicao a estressores pré-natais e pds-natais, apresenta capacidade de afetar

parametros neuroimunologicos. Esta analise, € objeto deste estudo.
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2.3 Consideragdes sobre ainflamacgao alérgica pulmonar

Uma vez que o sistema imune é multimediado, lesdes ou interferéncias que
levem ao prejuizo do mesmo tendem a ser atenuadas ou compensadas, impedindo
a percepcao das reais alteracdes decorrentes. No entanto, quando o sistema lesado
€ submetido a um desafio suas deficiéncias podem, entdo ser detectadas. Neste
sentido, escolheu-se como desafio para detectar as possiveis alteragcdes promovidas
pelo estresse pré-natal a inflamagéo alérgica pulmonar.

Considerando-se que uma de nossas variaveis de estudo é o estresse pré-
natal, vale ressaltar que o desenvolvimento pulmonar inicia-se na fase fetal e
finaliza-se pos-natalmente, prosseguindo até a adolescéncia. Este processo esta
associado a eventos bem definidos que ocorrem em cinco estagios: embrionario,
pseudoglandular, canalicular, sacular e alveolar. Durante o estagio embrionario o
futuro pulmao parece ser uma extensado da parede ventral do intestino primitivo. Nas
fases seguintes, ocorre a transformacdo deste pequeno agregado de células em
estruturas altamente complexas incluindo a traquéia, brénquios intra e
extrapulmonares, bronquiolos, a area alveolar e as respectivas vias nervosas e
circulatorias adjacentes bem como sua maturagao (KAJEKAR, 2007; HISLOP, 2005;
SPARROW et al., 2004; FASOULIOTIS et al., 2002; KOTECHA, 2000; JEFFREY,
1998; BURRI, 1984).

A organizagao embrionaria é feita em etapas em todos os niveis e sistemas.
Assim, os glicocorticoides também estdo sujeitos a esta programagao tendo papel
importante nos processos de maturagdo, em especial do pulméo (SECKL, 2004).
Fatores que interferem com seus niveis durante as fases iniciais da vida podem
resultar na alteracdo da funcdo pulmonar bem como em risco maior de doencas
pulmonares tardias (KAJEKAR, 2007). Neste sentido, o estresse materno e/ou fetal
altera a trajetoria da programacdo dos glicocorticoides durante o desenvolvimento

fetal com efeitos persistentes em varios sistemas (SECKL, 2004).

A asma é uma doenga inflamatéria crébnica das vias aéreas, a qual
didaticamente podemos subdividir em dois quadros distintos, embora
bidirecionalmente mediados: a asma propriamente dita, definida pela contracdo da
musculatura lisa do brénquios; e a inflamagéo alérgica pulmonar, foco neuroimune

deste trabalho, na qual varias células tém papel fundamental tais como os
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eosindfilos, mastocitos, neutrdéfilos, células dendriticas e linfécitos T (critérios GINA-
Global Iniciative for Asthma/ WHO-World Health Organization, 2002). Em individuos
suscetiveis, esta inflamacdo causa episodios recorrentes de dispnéia, chiado e
tosse. Estes sintomas estdo associados a obstrucdo bronquica que € parcialmente

reversivel espontaneamente ou por tratamento farmacolégico.

Muito embora a asma seja uma patologia complexa e multimediada, existem
diversos fatores ja identificados que contribuem para o seu desencadeamento ou
para a exacerbagao dos seus sintomas (TILLIE-LEBLOND et al., 2005).

Assim sendo, asma caracteriza-se também pelo aumento da expressao de
multiplas proteinas que estdo envolvidas na complexa cascata da reacao
inflamatoria. Estas proteinas reguladoras incluem citocinas, quimiocinas, enzimas
que produzem mediadores inflamatérios, receptores para estes mediadores
inflamatdrios, bem como aquelas envolvidas na adesdo celular. Na doenca
inflamataria, fatores de transcrigdo, ativados por estimulos inflamatérios (alérgenos,
oxidantes, citocinas e virus), acionam genes, determinando desta forma, aumento da
sintese de proteinas inflamatdrias (BOCHNER, 2004). Logo, a ativagédo celular é

passo fundamental para a resposta inflamatdria de origem alérgica.

O processo de sensibilizagao provavelmente representa a primeira etapa para
o desenvolvimento do quadro asmatico (de inflamagédo alérgica pulmonar). No
contexto da apresentagdo do antigeno as células dendriticas presentes na mucosa
brénquica interagem com linfécitos T auxiliares fazendo com que estas células
estimulem a producdo de imunoglobulinas (IgE) (anticorpos) por linfocitos B
(plasmacitos) (OKAYAMA et al., 1997; JANEWAY et al, 2001; ROITT et al, 2001).
Estes anticorpos, liberados na circulagdo, ligam-se a receptores especificos da
por¢ao Fc das imunoglobulinas presentes nos mastécitos (PUXEDDU et al., 2003).
Quando ativados pelo antigeno, liberam uma gama de autacdides, os quais tém
efeitos biolégicos importantes sobre a atividade funcional da musculatura lisa
brénquica e de células inflamatoérias (PEACHELL, 2005).

Durante sua fase imediata, observam-se contracdo da musculatura lisa
brénquica, formacéao local de edema, aumento da secrecdo de muco e um pequeno
infiltrado celular. O principal fator responsavel pela obstrucéo das vias aéreas nesta

fase é a contragdo da musculatura lisa brénquica.
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Ja as reagdes de fase tardia induzidas por alérgenos persistem por até 24
horas. Os granulos de mastdcitos contém citocinas (TNF) e mediadores lipidicos
(PAF e LTB4) que podem causar aumento da expresséo endotelial de moléculas de
adesao como selectinas e integrinas. Assim, a degranulagdo mastocitaria pode levar
a facilitacédo do rolling e da diapedese e, promover o recrutamento de leucdcitos ao
tecido inflamado. Os leucdcitos tipicos desta reacao tardia sdo os eosindfilos e os
linfocitos do tipo Th2 e, além disso, é frequente a presenca de neutréfilos nessa
reacdo. Este padrdo de resposta tardia pode facilmente converter-se em uma
resposta inflamatéria cronica na persisténcia do antigeno e estimular as células Th2
alérgeno-especificas, as quais, por sua vez, promovem a eosinofilia e a producao
subsequente de IgE (BELVISI, 2004; MATSUMOTO e SAITO, 2001).

E justamente o quadro inflamatério pulmonar descrito, que culmina no
remodelamento da arquitetura pulmonar, o qual é considerado caracteristico de
algumas alteragbes como, por exemplo, a fibrose subepitelial na asma. Todas essas
mudangas incluem alteragdes na matriz extracelular do pulmao e, nesse processo,
estdo envolvidas as metaloproteinases, que tém a capacidade de clivar proteinas
estruturais como as de fibras colagenas e da elastina. (AMMIT, 2005; BOUSQUET et
al., 2004).

Tomado em seu conjunto, o cenario inflamatério observado para o
desencadeamento da asma pode ser caracterizado, sinteticamente, pela presenca
pulmonar de mastdcitos degranulados, eosindfilos, ativagao de linfécitos Th1 (fase
inicial) e Th2 (fase tardia) e geracao de citocinas (BOCHNER et al., 2005).

Sabe-se que o desenvolvimento desta inflamagdo alérgica pulmonar esta
relacionado a diversos fatores. Entre eles incluem-se a atopia (predisposigao
genética de certos individuos para a sintese exacerbada de IgE), os fatores causais
(exposicao de individuos a alérgenos ambientais) e os de contribuigcdo (exposi¢cao a
fumaca, polui¢do, infec¢do viral entre outros) (JANEWAY et al, 2001; ROITT et al,
2001).

Porém, é do conhecimento médico, cientifico e, igualmente, popular, que
fatores adjuvantes como o estresse podem participar, de forma decisiva, dos
quadros asmaticos. Um estudo prospectivo feito por 18 meses com criangas
asmaticas evidenciou que “eventos de vida agudamente negativos” (situagdo de

estresse agudo como, por exemplo, morte de um familiar) dobrava o risco de um
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ataque asmatico subsequente. Mais do que isto, o impacto da exposicdo aguda a
um estressor era acentuada quando ocorrida no contexto de um estresse crénico.
Quando ambas as modalidades de estressores estavam presentes, a possibilidade
de uma crise asmatica parecia ftriplicar em relacdo as criancas nao estressadas
(SANDBERG et al, 2000).

Contudo, uma recente publicacdo acerca do tema faz uma ressalva
importante: a exposi¢gdo a um estressor por si s6 ndo € capaz de modificar fungdes
imunes de forma a levar aos sintomas asmaticos. O estresse é visto como um
processo que, em contrapartida, acentua as respostas inflamatérias e, que portanto,
€ capaz de aumentar a frequéncia, a duragdo, e a intensidade dos sintomas
presentes nas crises asmaticas (CHEN e MILLER, 2007). De fato, n&o encontramos
na literatura dados que apontassem acdo direta de estressores sobre um quadro
asmatico, mas diversas publica¢gdes apontam o papel indireto dos mesmos (CHEN e
MULLER, 2007; CHEN et al., 2007; SEGERSTROM e MILLER, 2004; MARSHALL e
AGARWAL, 2000; PORTELA et al, 2007 e 2001).

Especificamente no tocante ao estresse pré-natal, ja foi demonstrado que a
exposicao pré-natal cronica a estressores imprevisiveis (chronic mild unpredictable
stress) foi capaz de incrementar significativamente a inflamagao alérgeno-induzida
das vias aéreas em uma prole de ratas, com maior infiltrado eosinofilico no lavado
broncoalveolar (BAL) (NOGUEIRA et al, 1999). Focando mais, duas publicagbes
apresentaram razdes convincentes de que o risco para atopia e asma esta
associado a diminuida capacidade producédo de IFN-y durante a vida fetal (HOLT,
1999).

E de amplo conhecimento que os glicocorticéides liberados em conseqiiéncia
de um estimulo estressor sao potentes imunomudulatores, sendo capazes de
direcionar o balango Th4/Th, para uma resposta do tipo Th, (DEL PRETE, 1992); e
que corticosterdides maternos sao habeis em cruzar a barreira placentaria (GITAU et
al, 1998). Logo, a hipotese corrente € de que a excessiva e continua exposicao da
prole in Utero aos corticéides maternos afetaria o desenvolvimento do Sl e,
principalmente, o direcionaria para um padrao Thy.

Neste sentido e, considerando-se o embasamento discutido, € que buscamos
entender os efeitos da exposicdo a estressores pré- e pds-natais sobre o quadro

asmatico, através da analise da celularidade total (BAL, leucécitos circulantes) e
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diferencial (BAL e leucograma) em modelo murino de asma experimental (OVA

induzida).
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3 OBJETIVO GERAL?

Avaliar, através de uma perspectiva neuroimune, os efeitos da exposi¢cao ao
estresse pré e/ou poés-natal sobre o padrao subpopulacional (fenotipagem), a
atividade e a viabilidade de linfécitos (do sangue periférico ou provenientes do bago)

de camundongos machos.

3.1 Objetivos especificos

v' Avaliar parametros reprodutivos e gestacionais de fémeas e de suas proles

estressadas ou nao pré-natalmente;

v Avaliar o peso relativo das adrenais e a celularidade total de medula éssea de
animais submetidos a estressores aplicados no periodo pré-natal e/ou pods-

natal;

v Avaliar, por fenotipagem, o padrdao subpopulacional de linfécitos do sangue
periférico de animais submetidos a estressores aplicados no periodo pré-natal

e/ou pos-natal;

v Avaliar a viabilidade dos linfécitos do sangue periférico de animais submetidos

a estressores aplicados no periodo pré-natal e/ou pos-natal;

v' Avaliar o padrdo de proliferagdo dos linfocitos esplénicos de animais

submetidos a estressores aplicados no periodo pré-natal e/ou pos-natal;

v" Avaliar, in vitro, os efeitos da noradrenalina sobre a proliferagao de linfocitos

esplénicos de animais submetidos a estressores pré-natal e/ou pés-natal.

2 Os resultados a seguir apresentados, direcionaram o trabalho para novos objetivos, centrados na
eficiéncia do modelo estressor e no papel do estresse pré e/ou pés natal sobre a resposta imune na
asma experimental OVA-induzida.
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v Avaliar a eficiéncia dos estressores pré-natal e pds-natal empregados;

v' Avaliar a inflamagdo alérgica pulmonar em modelo de asma
experimentalmente induzida por ovoalbumina (OVA) de animais submetidos a

estressores pré-natal e/ou pds-natal.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos adultos da linhagem Swiss, com 30 e
60 dias de idade e fémeas virgens com 50 dias, cedidos pelo Biotério do
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
(FMVZ-USP). Os animais permaneceram durante todo o experimento em caixas
plasticas medindo 28 cm x 17 cm x 12 cm, forradas com maravalha esterilizada e
isenta de impurezas. Os animais foram utilizados seguindo-se as normas e
procedimentos éticos relativos ao uso de animais de laboratério do Comité de Etica
da FMVZ-USP (protocolo n°® 1131/2007), as quais sado baseadas naquelas descritas
pelo “Comittee on Care and Use of Laboratory Animal Resources”, National
Research Council, EUA. As caixas de moradia foram mantidas em sala com
aeragao, exaustao, temperatura (22°C + 2°C) e umidade (45% - 65%) constantes,
controladas por meio de aparelhos de ar condicionado central em um ciclo
claro/escuro de 12 h, com luz ligada as 7:00h; sendo fornecidos aos animais agua e

racao ad libitum.

4.2 Reagentes e solucdes

Os reagentes empregados neste trabalho foram:

e Anexina V conjugada ao fluorocromo FITC (Lab. de Biologia Celular e
Molecular — ICB / USP): empregada como marcador indicativo de processo
apoptotico nos experimentos de apoptose/ necrose por citometria de fluxo;

e Anticorpos conjugados aos marcadores de superficie celular anti-CD4, anti-
CD8 e anti-CD19 e, isotipicos controles (Pharmingen — BD): utilizados para

marcagao dos linfécitos do sangue periférico;



Material e Métodos 39

Azul de Trypan (GIBCO): corante para contagem e determinacao de viabilidade
celular;

Bitartrato de Norepinefrina (Sigma): utilizado nos testes de desafio a
proliferacdo de esplendcitos;

CFSE (5-(and-6)-carboxyfluorescein diacetate, succinimidyl ester)
(Molecular Probes - Invitrogen): fluorocromo para experimentos de proliferacao
celular;

lodeto de propideo (Sigma): fluorocromo indicativo de morte celular nos
experimentos de apoptose/ necrose por citometria de fluxo;

Facsflow: solugdo comercial utilizada para carrear as células nos experimentos
de citometria de fluxo;

Fitohemaglutinina A (PHA), M form (GIBCO): mitdégeno especifico para
linfocitos T, empregado nos experimentos de proliferacdo de esplendcitos;
Fungizone (GIBCO): antifungico para cultura de células;

Heparina sddica (Roche): anticoagulante para coleta de sangue;

Hepes (GIBCO): tamp&o para meio de cultura de células;

LPS — cepa 0127:B8 (Sigma): mitdgeno especifico para linfocitos B, empregado
nos experimentos de proliferacdo de esplendcitos;

Penicilina / estreptomicina (GIBCO): formulagdo antibidtica para meio de
cultura celular;

RPMI 1640 (GIBCO): meio de cultura celular e utilizado para contagem de
celularidade total de medula 6ssea;

Soro bovino fetal (GIBCO): utilizado como suplemento para enriquecer o meio

de cultura celular;

As solugdes empregadas foram:

PBS (tampéo fosfato-salina): solucdo estoque 10x concentrada.

NayPO4.7H20 Sigma 26,70 g
NayPO4.H20 Sigma 414 g
NaCl Sigma 82,0¢g

H.0 milli-Q 1000 mL g.s.p.
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e Tampaéo de ligacao:
Hepes (10mM)
NaCl
KCI
MgCl;
CaCly
H20 milli-Q

e RPMI (pH 6,8 —7,0):
RPMI
NaHCO3
Hepes (10mM)
Estreptomicina
Penicilina
Fungizone
Na,PO4.H20
NaOH
HCI
H20 milli-Q

e Solucdes de lise

Gibco
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma

Gibco
Sigma
Gibco
Gibco
Gibco
Gibco
Sigma
Sigma
Sigma

Para cultura de células — cloreto de amodnio

Cloreto de amoénio

H20 milli-Q

Sigma

Para lise por choque hipoténico — Salina 0.2%

NaCl
H,0 milli-Q

Sigma

Para lise por choque hipoténico — Salina 1,6%

NaCl
H,0 milli-Q

Sigma

1,194

4,383 g
0,1865g
0,1015g
0,1325¢g

500 mL g.s.p.

10,4 g

29

2,32 g/L (9,76 mL)
100 mg

60 mg

2mL

4,149

ajuste de pH
ajuste de pH
1000mL qg.s.p.

8,56 g
1000 mL q.s.p.

29
100 mL g.s.p.

169
100 mL g.s.p.
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4.3 Obtencéao dos filhotes e formagé&o dos grupos

Para obtencé&o dos filhotes foram utilizadas camundongas Swiss, virgens, com
50 a 60 dias de idade, acasaladas com machos de mesma linhagem. O numero total
de animais por caixa foi de 3, sendo 2 fémeas para cada macho.

As fémeas foram sincronizadas na fase de anestro do ciclo estral. Entao,
foram alocadas juntamente com o macho. Diariamente entre 7h e 9h, realizou-se a
observagdo da presenga do tampdo vaginal, considerado como indicativo de
acasalamento e, logo, considerado como sendo o dia zero de gestagao (GDg —
gestacional day 0). No 10° dia gestacional (GD1o), as fémeas foram separadas dos
respectivos machos sendo, entdo, colocadas em caixas-moradia individuais, onde
permaneceram até o desmame dos filhotes, que foi realizado aos 21 dias de vida —
(PND21 — post natal day).

Ao desmame, os animais foram separados e pesados, sendo as fémeas
utilizadas em outros experimentos.

Os machos foram distribuidos em 4 grupos, evitando-se que filhotes de uma
mesma ninhada fossem alocados para um mesmo grupo afim de evitar variaveis
genotipicas eventualmente presentes.

Os grupos formados foram:

e Grupo CC: machos nao estressados, pré- ou pés-natalmente (controle negativo
dos desafios de responsividade ao estressor);

e Grupo CE: machos nao estressados pré-natalmente, porém desafiados pos-
natalmente (PND3p) quanto a sua responsividade a um estressor (sessado aguda
de choques nas patas exatamente igual aquela aplicada as gestantes
estressadas);

e Grupo EC: machos estressados pré-natalmente (GD1s ao GD4g) uma vez ao dia
e nao desafiados pds-natalmente;

e Grupo EE: machos estressados pré-natalmente (GD15 ao GD1g) uma vez ao dia
e desafiados pos-natalmente (PND3p) quanto a sua responsividade a um
estressor (sessado aguda de choques nas patas exatamente igual aquela aplicada

as gestantes estressadas).



Material e Métodos 42

As caracteristicas do choque utilizado pré-natalmente e/ou pds-natalmente
serao descritas na continuidade deste trabalho (item 3.6 Caixa de Choque e modelo

de estresse).

A Quadro 1 e a Figura 3, esquematizam o desenho dos grupos e dos

experimentos.

Quadro 1 — Desenho dos grupos experimentais, onde “X” indica a exposigéo a ao estressor
(modelo de choques as patas —footshock stress; crénico durante o terco final gestacional e agudo
prévio aos experimentos pos-natais).

EPN Desafio
CcC - -
CE - X
EC X -
EE X X
Formagao Nascimento Desmame e formagéao
dos casais GDo GD1s GD1s GD4g dos grupos  Experimentos
| | | | | | | |
1 | | | | l | |
Presenca de Estresse PND>; PND3o
tampéao vaginal PND,
* Sexagem, ajuste
GD - gestacional day de ninhada, pesagem.
* Analise de parametros
PND - post natal day reprodutivos e gestacionais.

Figura 3 — Esquema temporal que sintetiza os procedimentos realizados.

4.4 Modelos de estresse

e Footshock estresse —choques nas patas

A caixa de choque utilizada (AVS Projetos Especiais — Sdo Paulo/SP) é uma
caixa metalica retangular com parede frontal em acrilico transparente, medindo

36x25x18 cm. Seu piso é constituido de 24 barras metalicas separadas entre si por
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1,5 cm, conectadas a um gerador de choques com alternador de polaridade. Este,
por sua vez, permite a selecdo da amperagem a ser aplicada nos camundongos. O
fundo da caixa é provido de uma bandeja plastica removivel, situada a 2,5 cm abaixo
da barras que compdéem a base da caixa de choque, cuja finalidade é coletar as
excretas dos animais (Figura 4a). A caixa € acondicionada dentro de um mével com
80x51x54 cm, que isola os animais de estimulos externos como, por exemplo: a
presenca dos experimentadores, sons e/ou luz do ambiente. Este mével dispbe de
dois “olhos magicos” que permitem a observagcdo dos animais por parte do

experimentador (Figura 4b).

Figura 4b. llustragdo da sala de comportamento onde se encontram os aparatos de choque.

As funcdes da caixa de choque como: numero das sessdes de choque, tempo
de duragéo de cada sesséao, tempo de adaptagdo do animal a caixa antes do inicio
das sessbes de choque, tempo maximo e minimo entre uma sessao e outra foram
reguladas e monitoradas através de um software (4Stressbox — AVS Projetos
Especiais) que realiza a interface entre o equipamento e computador (Pentium Il —
Microsoft©).
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O modelo de estresse pré-natal empregado foi o de choques intermitentes e
inescapaveis, liberados nas patas dos animais e aplicado nas fémeas dos grupos
estresse pré-natal (EE e EC) uma vez ao dia, consecutivamente do 15° ao 18° dia
gestacional (GD15-GD18), entre 8h e 10h da manha. A amperagem utilizada foi a de
0,2 mA. Outros trabalhos relatam ser esta intensidade de choque nao lesiva e ideal
para estudos nesta area (HIMI et al., 1990). Cada sessao de estresse consistiu em
10 choques aplicados as patas dos animais, com intervalo randémico de 5 a 25
segundos (a fim de evitar-se o condicionamento). Ressalte-se que este modelo vem
sendo utilizado com sucesso para avaliagdes neuroimunes e comportamentais em
nossos laboratérios (PALERMO-NETO et al., 2001; FONSECA et al., 2002).

Os animais dos grupos controles n&o foram estressados pré-natalmente (CC
e CE), sendo apenas manipulados quando da limpeza das caixas moradia.

O desafio por footshock aos 30 dias de vida dos filhotes dos animais dos
grupos CE e EE atenderam as mesmas caracteristicas do estresse aplicado as

fémeas.

e Estresse do “metr6 de Nova lorque”

Este modelo de estresse foi descrito por Dhabhar e McEwen (1997) cujo
laboratdrio situa-se em Nova lorque (NI), e foi assim denominado por assemelhar-se
a situacao vivenciada por um individuo ao embarcar no metré6 em horario de grande
circulagado de usuarios: espaco com restrita capacidade de movimentagao do corpo
e, com agitagao continua.

A metodologia consiste da adaptacéo de um classico modelo de estressor, o
“‘estresse de restricio de movimentos”. Este, é considerado como capaz de
promover uma experiéncia estressante de natureza psicoldgica, através do
sentimento de confinamento do animal. Nesta metodologia, os animais tém seus
movimentos restringidos sem serem fisicamente comprimidos e sem
experimentarem dor (DHABHAR e MCEWEN, 1997; GLAVIN ET AL., 1994;
BERKENBOSCH, WOLVERS e DERIJK, 1991). Duas revisbes de um mesmo grupo
caracterizam modelo de restricdo como extremamente util para o estudo dos
mecanismos, tanto centrais como periféricos, das desordens relacionadas ao
estresse, assim como para o estudo de farmacos para o tratamento destas
desordens (GLAVIN et al., 1994; PARE e GLAVIN, 1986).
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O aparato restricdo de movimentos, foi desenvolvido por colegas de nosso
laboratério, consistindo de uma placa de madeira laminada (23,5 cm de
comprimento) onde fixam-se 6 tubos de PVC (3 cm de diametro x 10 cm de
comprimento) para restricdo individual, com as extremidades fechadas para evitar
escape, mas com orificios frontais para ventilagao e traseiros permitindo a passagem
da cauda do animal estressado. Para emprego do “estresse do metrd6 de NI”, o
aparato era colocado sobre um agitador mecanico (Agitador Kline — Nova Etica,
Modelo 108, Vargem Grande Paulistana), programado para 2 rotagdes/segundo.
Adotou-se o periodo de 2 horas de estresse, lembrando-se que durante o mesmo o

animal nao tinha acesso a agua ou racgao.

4.5 Verificacdo do consumo de agua e de racdao em diferentes periodos

gestacionais

Apoés a separacédo da fémea de seu companheiro no décimo dia gestacional
(GD+p), iniciamos o controle do consumo de agua e de ragéo, o que foi feito até o
sétimo dia pds-natal (PNDy).

Deste modo, cada fémea recebeu uma quantidade conhecida de racgao
(pesada em balanga de precisao), bem como 250 mL de agua dosados em proveta
volumétrica. O calculo de consumo foi obtido pela diferenga entre a quantidade de
agua e de ragao fornecidos e aquela tomada no momento da analise.

Aferimos os consumos de agua e de ragao em trés momentos:
- antes do inicio das sessdes de exposi¢ao ao estressor (do GD1gao GD1s);
- durante o periodo de exposi¢ao ao estressor (do GD15 ao PNDy);

- e, finalmente, apds o término de exposig¢ao ao estressor (do PND, ao PND>).
4.6 Parametros reprodutivos e gestacionais
Avaliamos os seguintes parametros reprodutivos e gestacionais: duragao da

gestacéo, presenga de natimortos, abortamentos, presenga de mal-formagdes, peso

da ninhada, numero de filhotes e relacéo de filhotes machos/fémeas.
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Sabe-se que alguns partos podem apresentar complicagcbes de forma que
algumas fémeas permanegam por um periodo prolongado em parigdo. Segundo
Asdell (1964), a maioria das paricdes em camundongos de laboratorio dura de 4 a
12 horas (ASDELL, 1964). Mais do que isto, diversos autores citam que a
manipulacdo da méae e/ ou da prole durante o periodo de parturicao representa um
estressor (KOSTEN et al, 2007; PARFITT et all, 2004; BEANE et al, 2002). Por este
motivo, realizamos a verificagdo da data do nascimento dos filhotes apenas
observando-se 0s animais em suas caixas-moradia, sem manusear as parturientes
e/ou as ninhadas.

No segundo dia pos-natal realizamos a afericio dos dados acima
comentados, sendo as ninhadas ajustadas nesse dia para 8 filhotes por fémea:
4 machos e 4 fémeas (de acordo com o numero de tetos da espécie).
Aleatoriamente, um macho dentre os 4 foi marcado subcutaneamente com nanquim
no coxim plantar direito, para verificacdo diaria do desenvolvimento fisico e
reflexologico. Das ninhadas com mais de 8 filhotes distribuidos uniformemente por
sexo, os filhotes aleatoriamente sobressalentes foram separados e encaminhados
para outras fémeas, sendo utilizados em outros experimentos do laboratério.

Nova pesagem dos filhotes, agora feita individualmente, foi realizada no dia
do desmame.

Uma vez que a unidade experimental para analise dos efeitos do estresse
pré-natal € a ninhada, utilizaram-se apenas dois filhotes por mae para os
experimentos.

Ressalte-se que toda manipulacdo dos animais foi realizada das 8:00 as
10:00 h, intercalando-se os animais dos grupos controle e experimental, a fim de

evitar que variagdes circadianas atuassem como um viés.

4.7 Avaliacao do desenvolvimento fisico e reflexoldgico

Foram avaliados parametros do desenvolvimento fisico e reflexolégico dos
filhotes, adaptado do descrito por lezhitsa, Spasov e Bugaeva (IEZHITSA, SPASOV
e BUGAEVA, 2001). Para isso, observamos diariamente um macho de cada prole,

marcado como ja descrito, registrando-se:
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Desenvolvimento Fisico:

a) Aparecimento de pélos: o dia do aparecimento dos pélos foi marcado com

cautela, dada a presencga de penugem.

b) Desdobramento das orelhas: o dia de desdobramento de ambas orelhas.

c) Erupcdo dos dentes: o dia da ocorréncia da erupgao dos dentes incisivos do

maxilar superior;

d) Abertura dos ouvidos: o dia em que ocorreu a abertura das auriculas auditivas;

e) Abertura dos olhos: o dia de abertura das fissuras longitudinais das palpebras.

Desenvolvimento Reflexolégico:
a) Reflexo de endireitamento: este pardmetro foi medido colocando-se os filhotes em

posicao de decubito dorsal sobre uma area plana e anotando-se o tempo necessario
para que retornassem a posi¢ao de decubito ventral, isto €, apoiados novamente nas
quatro patas. Espera-se que este reflexo ocorra em um periodo maximo de 30
segundos.

b) Preensdo palmar: é o unico parametro que desaparece ao longo do tempo; foi

observado e anotado o dia de auséncia de preensdao a um objeto (barra lateral de
um clipe).

c) Geotaxia negativa: a observagao foi realizada colocando-se os animais sobre uma

plataforma com inclinagao de 45° posicionados com a cabeca voltada para a base
da mesma e anotando-se o tempo necessario para que o animal se redirecionassem
em diregcdo ao topo da plataforma. Espera-se que este redirecionamento do animal
deve ocorrer em um tempo maximo de 30 segundos.

d) Andar adulto: registrou-se o dia em que os animais foram capazes de andar com

as quatro patas, sem encostar o ventre na superficie em que se deslocavam.

4.8 Analises de parametros neuroimunes

e lLeucograma
A partir de sangue coletado por eutanasia por decapitagdo ou, por pungao
cardiaca de animais previamente anestesiados, os leucdcitos circlantes totais foram
contados em camara de Neubauer (diluicdo 1:40 em azul de Trypan). A analise

diferencial destes, foi realizada pela confecgédo de distengcdo sanguinea (esfregago)
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previamente fixada com metanol (3 minutos) e, a seguir, corada pelo método de
Rosenfeld. Contou-se em microscopia Optica 100 células, distinguidas por suas

caracteristicas de colorag&o e morfologia.

e Peso relativo das adrenais
Previamente pesados para a experimentagao, os animais foram eutanasiados
por decapitacido, sendo procedida a coleta das adrenais. Foram retirados os tecidos
adjacentes em ambiente umidificado com PBS e, entdo, pesadas em balanca
analitica. O peso relativo foi calculado pela relagdo entre o peso das adrenais € o

peso do animal.

e Contagem da celularidade total de medula 6ssea
A coleta de células da medula éssea dos animais foi procedida através da
lavagem do fémur direito com 5 mL de meio RPMI gelado, apds o corte das epifises.
A contagem celular foi feita em camara de Neubauer (diluigdo 1:10 em azul de

Trypan).

e Citometria de fluxo

A citometria de fluxo € uma técnica que através de um aparelho (FACScalibur
Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San José, CA, USA),
simultaneamente, mensura e analisa multiplas caracteristicas fisicas de particulas
simples, geralmente células, suspensas em um sistema de fluxo, desenvolvido de tal
forma que estas células passem por um foco de luz: o laser (laser de argénio com
488 nm de excitacdo).

A transmissdo ou a refracao da luz pelas células, sdo captadas por meio de
quatro detectores: Side Scatter (SSC) — sensivel a dispersao lateral da luz, fornece
idéia de tamanho das células; Forward Scatter (FSC) — sensivel a dispersao frontal
da luz, fornece parametros de complexidade celular; e os detectores de
fluorescéncia FL1 (verde) e FL2 (vermelha — alaranjada). Estes sinais Opticos
convertidos em sinais eletrénicos, permitindo sua leitura computadorizada
(Macintosh Apple, CA, USA). pelo software Cell Quest Pro (Becton Dickinson
Immunocytometry Systems).

As subpopulacdes celulares sdo reconhecidas por meio das propriedades

FSC/SSC das mesmas. Assim, coletamos os dados relativos aos linfécitos por



Material e Métodos 49

andlise de gates, sendo os resultados de fluorescéncia aquiridos em escala
logaritmica. A fluorescéncia verde foi mensurada a 530+30 nm (detector FL1) e a
fluorescéncia vermelha foi mensurada a 585+42 nm (FL2).

Os dados relativos a fenotipagem das subpopulagdes de linfécitos e a
verificacdo de viabilidade celular (apoptose/necrose) foram analisados pelo uso do
programa Cell Quest Pro (Becton Dickinson Immunocytometry Systems) e, aqueles
da linfo-proliferagdo foram analisados através do programa FlowJo (Treestar —

Versao 7.2.1 para Windows).

e Fenotipagem dos linfocitos do sangue periférico

A expressao de moléculas que caracterizam as diferentes subpopulagdes de
linfécitos do sangue periférico foi determinada por meio de anticorpos comerciais
para diferentes antigenos (Pharmingen), por citometria de fluxo. Apds a aquisi¢cao
dos eventos celulares, a analise foi realizada utilizando-se o software Cell Quest Pro.

Resumidamente, apds a coleta de sangue periférico heparinizado, 100 uL do
mesmo foi adicionado aos tubos de citometria, procedendo-se a lise hipotdnica das
hemacias (2 mL de cloreto de sddio 0,2% adicionados aos tubos por 20 segundos
seguido de 2 mL de cloreto de sdédio 1,6% para retorno ao estado isotdnico). As
amostras foram a seguir incubadas com os anticorpos monoclonais, por sua vez
conjugados com marcadores fluorescentes durante 1 hora, no escuro e em
temperatura ambiente. Empregou-se anticorpos monoclonais conjugados ao
isotiocianato de fluresceina (FITC) ou ficoeritrina (PE): anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8
e anti-CD19. As células marcadas duplamente para anti-CD3 e anti-CD4 foram tidas
como linfécitos T helper (CD4+), as marcadas com anti-CD8 como linfécitos T
citotoxicos, as marcadas com anti-CD4 e anti-CD8 como duplo positivas imaturas e

as marcadas com anti-CD19 como linfocitos B.

e Analise de viabilidade (apoptose/necrose) dos linfécitos do sangue
periférico

Para este experimento, empregou-se uma adaptagdo do modelo descrito por

Navarro (2005). Assim, utilizou-se o fluorocromo Pl (iodeto de propideo) o qual

indica perda de seletividade de membrana e consequentemente, células inviaveis

por necrose. Usou-se, também, a anexina-FITC, um marcador especifico de
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fosfatidil-serina, proteina fisiologicamente expressa na parte intracelular da
membrana que ao ser externalizada iniciando o processo apoptético mediado pela
cascata de eventos das caspases (BEHBAHANI et al., 2005).

Pipetaram-se 100 puL de sangue periférico heparinizado, procedeu-se a lise
hipotbnica das hemacias e, apos lavagem das células com o tampao de ligagao
procedendo-se a incubacdo como descrito anteriormente (item 4.12) com 100 uL
anexina-FITC (diluida 1:500), em temperatura ambiente e no escuro por 20 minutos.
A seguir, as amostras foram ressuspensas em 400 uL de tampao de ligagéao,
procedendo-se imediatamente a leitura no citdmetro de fluxo. O iodeto de propideo
(PI1, 40 uL na concentragcédo de 100 ug/mL) foi adicionado aos tubos no momento em
que estes foram lidos.

Como procedeu-se dupla marcagao celular obteve-se, a partir da selegao de
gate dos linfocitos, quatro analises possiveis: células negativas para ambas
marcagdes, ou seja, viaveis; células marcadas apenas com Pl células marcadas

apenas com anexina-FITC e finalmente, células marcadas com Pl e anexina-FITC.

e Obtencao de linfocitos esplénicos

Para as avaliagdes da proliferagcdo dos linfécitos esplénicos, os bagos foram
coletados dos animais da forma mais asséptica possivel e, apos lavagens com RPMI
estéril, foram individualmente macerados em 5 mL de solugcdo RPMI estéril. Cada
suspensao celular obtida foi centrifugada (1200 rpm, 8 minutos, 4° C), sendo o botéo
celular ressuspenso em solugao de cloreto de aménio (4 mL). Este processo, foi
repetido até a lise completa das hemacias. As células foram, entdo, ressuspensas
em meio RPMI completo (10% SFB — soro bovino fetal) e cultivadas em placas de 6
pocos por 2 horas em estufa a 37° C, 5% de CO,, para aderéncia dos mondcitos e
macrofagos ao fundo da placa. Apods este periodo de incubagdo, o sobrenadante
(que contém as células nao aderentes - prioritariamente linfocitos) foi
cuidadosamente aspirado e transferido para tubos do tipo falcon de 15 mL. As
células foram, entdo, contadas em camara de Neubauer com azul de Trypan, o que
permitiu a verificagdo da viabilidade dos linfocitos bem como o ajuste do numero de

células para 2x10” células/ mL.



Material e Métodos 51

e Anadlise de proliferacéo de linfécitos esplénicos

Mediante a obtengdo e o ajuste do numero de linfécitos para
2x10" células/mL, marcaram-se as amostras com o fluorocromo CSFE-DA (5mM)
(Molecular Probes) durante 20 minutos a 37° C — 5% CO,, o qual permite a
quantificagéo final da taxa de proliferacédo (ASQUITH et al, 2006). Lavou-se, entéo,
as células em RPMI completo estéril e realizou-se o reajuste celular para que
tivéssemos ao final 1x10° cells/ poco de cultura. Ajustadas as suspensées celulares,
estas foram “plaqueadas” em triplicata e mantidas em cultura celular em estufa a 37°
C, 5% de CO; por 4 dias, para posterior avaliagao por citometria de fluxo.

Avaliou-se a proliferacao linfocitaria sem estimulo (basal) e estimulada pelos
mitégenos: PHA (fitohemaglutinina A; sem concentragdo definida, conforme
fabricante) para linfocitos T e LPS (lipopolisacarideo bacteriano; 300 pg/mL) para
as células B.

O calculo de proliferacao foi feito através da analise da populagdo
correspondente aos linfécitos esplénicos no software FlowJo, o qual calcula a
progressao geométrica de decaimento do fluorocromo CFSE das células.
Considerando-se que cada célula “plaqueada” continha 100% do CFSE fornecido,
ao realizar mitose, 50% de fluorocromo estaria presente em cada célula-filha. Estas,
a divisao, fornecem 25% a cada de suas células-filhas, das quais as filhas passam,
por sua vez, a ter 12,5% do fluorocromo, e assim sucessivamente. O programa, tem
a capacidade de analisar com confiabilidade até 7 geragbdes celulares. A partir
destes dados, calculamos o percentual de proliferacdo celular, conforme descrito por
Lyons (LYONS, 2000).
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e Testes de responsividade dos linfocitos esplénicos em cultura a adicao
de diferentes concentracdes de norepinefrina (NE)

Nos experimentos de proliferagcao, avaliou-se a resposta in vitro dos linfécitos
esplénicos dos animais dos diferentes grupos a noradrenalina (NE).

Inicialmente, foram realizadas curvas dose-resposta para a NE. Para tanto,
realizou-se um estudo-piloto visando a selecdo das doses de NE a serem utilizadas
nos experimentos com os animais dos grupos experimentais supra mencionados.
Empregamos incubacdes in vitro com concentracdes de NE 102, 10, 10°, 10, 10°
e 10™ M.

Tanto para os experimentos-piloto, como para os demais, cultivava-se uma
coluna de pogos de cultura com células ndo marcadas com CFSE (controle de
fluorescéncia basal celular), sendo que nos demais pogos o0 esquema empregado foi
0 seguinte:

v' Células sem mitdgeno e sem NE: 80 pL de suspensdo celular + 20 uL de

RPMI;

v' Células sem mitdgeno e com NE: 80 pL de suspensdo celular + 10 uL de

RPMI e 10 uL de NE (na concentracao a ser testada);

v' Células com mitdgeno e sem NE: 80 pL de suspensao celular + 10 uL de
mitoégeno (PHA ou LPS);
v' Células com mitdgeno e com NE: 80 pL de suspensdo celular + 10 uL de

mitdégeno (PHA ou LPS) e 10 uL de NE (na concentragao a ser testada).

e Inducdo da inflamacdo alérgica pulmonar — asma experimental OVA
induzida
Todos animais dos grupos de trabalho (CC, CE, EC, EE) foram imunizados
pela injecdo subcuténea (s.c.) de 10 ug de ovalbumina (OVA grau II, Sigma)
adsorvida em hidroxido de aluminio (2,5 mg/kg). Apdés 7 dias da sensibilizacdo os
animais receberam um reforgco de imunizagao pela mesma via de administragao e
formulac&o, a solugdo de OVA em hidroxido de aluminio (booster).
Salienta-se que os animais dos grupos EC e EE foram estressados preé-
natalmente pela mesma metodologia (footshock, 10 choques de 0,2 mA, 1

sessao/dia, do 15° ao 18° dias gestacionais), ja os animais dos grupos CE e EE
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foram estressados poés-natalmente com o modelo do “estresse do metré de NI”,
validado como descrito. Neste caso, imediatamente apds as 2 horas de exposi¢ao
ao estressor, 0os animais eram imunizados.

Nos dias 14, 15 e 16 apds a sensibilizacdo primaria os animais foram
expostos a inalagédo de 10 mg/ml de OVA por 15 minutos, colocando 5 animais por
sessdo em caixa plastica (18,5 cm X 18,5 cm X 13,5 cm) acoplada a um nebulizador
ultrassénico (marca ICEL) com capacidade de produzir névoa com particulas entre
0,5a 1,0 um°.

e Obtencao do lavado broncoalveolar

As células (mononucleares e polimorfonucleares) presentes no espacgo
broncoalveolar foram obtidas pela utilizacdo da técnica de lavado broncoalveolar
(LBA) segundo Riffo-Vasquez et al (2000). Para tanto, 24 horas apds a
broncoprovoagao, os animais foram anestesiados com quetamina (100 mg/kg) e
xilazina (20 mg/kg) intraperitonealmente (i.p.), realizando-se exsanguinagao por
seccdo da aorta abdominal. Por incisdo longitudinal na regido cérvico-ventral,
canulou-se a traquéia com uma canula de polietilenoacoplada a uma seringa de
plastico contendo 0,5 ml seguido de 1 ml de PBS, totalizando 1,5 ml de lavado

broncoalveolar (LBA).

Centrifugou-se o LBA por 10 minutos a 1500 rpm, sendo o sobrenadante
desprezado e o botado celular ressuspenso em 1 ml de PBS. O total de células foi
contado em camara de Neubauer e a contagem diferencial feita por microscopia
optica comum e contadas no minimo 200 células, diferenciando-as segundo o tipo
celular (células mononucleares, neutrofilos e eosinofilos).

Para a contagem total, aliquotas da amostra (90 ul) acrescidas de 10 pl de
cristal violeta 0,2% dissolvido em acido acético (30%). Para a contagem diferencial
das células, aliquotas da amostra (100 pl) foram colocadas em Citospin® (Fanem) e
centrifugadas a 800 rpm por 5 minutos. As laminas obtidas foram coradas pelo

método de May-Grunwald-Guimsa modificado segundo Rosenfeld.
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e Obtencao de lavado de medula 6ssea

O fémur dos animais foi cirurgicamente removido, ambas as extremidades
foram abertas e a medula perfundida pela inje¢gdo de 1 mL de PBS a partir da
extremidade distal, usando uma agulha com espessura de 23G. As células da
medula foram dispersas no liquido de perfusdo com o auxilio da seringa com agulha.
A suspensao celular foi centrifugada, o sobrenadante desprezado, e o botdo celular
ressuspenso em 1 ml de PBS. Para a contagem total, aliquotas da amostra (90 pl)
acrescidas de 10 pl de cristal violeta 0,2% dissolvido em &cido acético (30%). A

contagem do numero total de células foi realizada em camara de Neubauer.

e Leucograma total e diferencial
Com os animais anestesiados, conforme previamente descrito, foi realizada
puncdo cardiaca (heparinizada, 5000 Ul/mL). Do sangue coletado, contaram-se os
leucdcitos totais em camara de Neubauer utilizando-se liquido de Turk; e o
diferencial por distensao sanglinea corada pelo método de Rosenfeld, com leitura

em microscopia optica.

e Analise histopatolégica pulmonar

ApOs a coleta do lavado broncoalveolar, o lobo inferior direito pulmonar foi
coletado e armazenado em solugéo de formaldeido (40%). Apds, as amostras foram
catalogadas e processadas conforme metodologia padrao para analise pulmonar do
Laboratério de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ)
da Universidade de Sao Paulo (USP). Ao final, foram obtidas laminas com os cortes
pulmonares corados pelo método de hematoxilina e eosina (HE), as quais foram

avaliadas qualitativamente em microscopia 6ptica.
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5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados pelo teste de Kolmogorov e Smirnov
(KS) para verificagdo de homocedasticidade. Os dados paramétricos foram
previamente submetidos ao teste de Bonferroni e, a seguir, analisados através do
teste t de Student, da analise de variancia (ANOVA) de uma via seguida, quando
necessario, do teste de Tukey-Kramer de comparagdes multiplas, ou ainda, do teste
ANOVA de duas vias de medidas repetidas. Dados nao paramétricos foram
analisados por Kruskal-Wallis (KW) ou teste de distribuicdo do chi-quadrado, como
poOs-teste aplicou-se o teste de comparagdes multiplas de Dunnet.

Os dados obtidos foram apresentados sob a forma de média + erro padrao
médio (SEM), sendo que o nivel de significancia critico admitido para rejei¢ao da
hipotese de nulidade foi uma probabilidade de até 5% (p<0,05) para todas as

analises realizadas.
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6 DELINEAMENTOS EXPERIMENTAIS E RESULTADOS

Este trabalho foi realizado em, no minimo, 2 repeticdes idénticas e, os dados
aqui apresentados foram separados ou agrupados conforme experimentos

propostos em objetivos especificos, para melhor analise e interpretacao.

6.1 Experimento 1: Avaliacdo dos parametros reprodutivos e gestacionais de

fémeas estressadas ou ndo

Foram utilizadas 35 camundongas prenhes, alocadas aleatoriamente em dois
grupos com 18 fémeas experimentais e 17 fémeas controle, que foram submetidas
ou ndo, respectivamente, a sessdes diarias de footshock’s no tergo final gestacional.
Verificamos, no PND2, os seguintes parametros reprodutivos e gestacionais das
mesmas: duragao da gestagao, presenca de natimortos, abortamentos, presenca de
mal-formagdes, peso da ninhada, numero de filhotes e relagdo de filhotes
machos / fémeas. Nova pesagem dos filhotes foi individualmente realizada no dia do
desmame (conforme descrito em 3.6 e exemplificado na Figura 3).

A duragado da gestacao foi de 19 dias para ambos os grupos, e nao foram
observados abortamentos, partos prematuros/ tardios ou filhotes natimortos.

Apenas em 1 fémea de cada grupo de estudo a gestacdo foi a termo a
posteriori do periodo referido, sendo, deste modo, consideradas apenas para as
analises dos parametros de duracado da gestagao; suas proles foram excluidas das
analises peri-natais e dos demais experimentos.

A Tabela 1 contém os resultados dos experimentos em que se aplicaram, ou
nao, choques inescapaveis nas patas das fémeas prenhes. Da analise estatistica
dos dados (teste t de Student) verificou-se que o EPN nao foi capaz de modificar o
numero total ou 0 a média do numero de filhotes machos ou fémeas paridos e, nem
mesmo, 0s pesos meédios das ninhadas ao nascimento ou dos filhotes ao desmame
(PND21) (p>0,05).
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TABELA 1 - Efeitos da administragao de EPN" sobre parametros reprodutivos e
gestacionais.

Grupo
Parametro Controle EPN
n=16 n=17
Ne° total de filhotes 11,29 + 2,39 12,11+ 1,93
N° de filhotes machos 5,29 £1,79 5,63 +2,32
N° de filhotes fémeas 6,00 £ 2,15 6,53 + 2,24
Peso ao nascimento (g) (ninhada) 20,07 + 3,53 20,4 + 3,21
Peso de machos ao desmame (Q) 14,60 + 2,26 13,50 £ 1,71
Peso de fémeas ao desmame (Q) 13,38 + 1,61 14,40 + 2,14

Os dados representam a média + erro padrdo da média (SEM).
'EPN = estresse pré-natal (terco final gestacional, do 15° ao 18° dias gestacionais).

6.2 EXPERIMENTO 2: Avaliacdo do consumo de agua (mL) e de racdo (g) em

diferentes periodos peri-natais de fémeas estressadas ou néo

Foram utilizadas as mesmas 35 fémeas prenhas, do experimento anterior,
divididas ao caso em dois grupos: controle e experimental. Destas, avaliou-se o
consumo de agua e ragao conforme descrito no item 3.7. Foram excluidos das
analises os dados de fémeas que nao tiveram parto a termo (1 fémea em cada
grupo), bem como aquelas das gaiolas cujos bebedouros apresentaram vazamento
em qualquer dos periodos de analise (7 bebedouros ao total, sendo 3 de gaiolas de
fémeas do grupo controle e 4 do grupo EPN).

A Tabela 2 mostra os resultados de consumo de agua. De sua analise,
observa-se que nao foram detectadas diferencas estatisticamente significantes entre
os dados dos grupos controle e experimental (ANOVA de duas vias de medidas
repetidas; df = 2,1,2,72; p>0,05). Os dados desta tabela evidenciam em ambos os
grupos, no entanto, e como esperado, um consumo crescente de agua
acompanhando o avangar da gestacdo e da fase de amamentagcdo, o que se
confirma pela significancia estatistica (p<0,001) quando analisado o consumo de

agua das fémeas durante o periodo de amamentagéo em relagéo aos demais.
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TABELA 2 — Consumo de agua (em mL) nos diferentes periodos peri-natais de fémeas
estressadas ou néo.

Grupo
Dias perinatais Controle EPN'
n=13 n=13
GDjyo — GDg5 53,08+3,02 47,77+1,63
GDi5 — PND; 62,38+2,91 66,00+1,54
PND, — PNDy 103,77+5,17* 103,23+2,91*

Os daos representam a média + erro padrao da média (SEM).
'EPN = estresse pré-natal (terco final gestacional, do 15° ao 18° dias gestacionais);
* p<0,001 em relagao aos periodos GD’s 10-15 e GD15-PND2.

A Figura 5 ilustra estes resultados.

120+
*_* Bl CONTROLE

Il EPN

Agua (mL)

GD’'s10-15 GD 15-PND2  PND 2-7

Figura 5. Consumo de agua, de acordo com o avangar dos periodos gestacionais e de

amamentacgao.
*p<0,001 em relagdo aos periodos GD’s 10-15 e GD15-PND2.

Na Tabela 3, estdo detalhados os dados relativos ao consumo de ragao das
fémeas, também aqui, ndo se observaram diferengas estatisticamente significantes
entre os grupos (ANOVA de duas vias de medidas repetidas; df = 2,1,2,72; p>0,05).
No entanto e, mais uma vez, evidenciou-se em ambos grupos um aumento do
consumo de racdo em fungdo do avancgar da gestagao e da fase de amamentacgao,

com significancia estatistica (p<0,001) para este ultimo.
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TABELA 3 - Consumo de racdo (g) nos diferentes periodos peri-natais de fémeas

estressadas ou nao.

Grupo
Dias perinatais Controle EPN'
n=13 n=13
GDj1p— GDg5 38,29+1,25 36,26+1,41
GD1i5 — PND; 47,72+1,36 49,29+1,45
PND;,; — PNDy 86,70+3,28* 86,70+3,30*

Os dados representam a média + erro padrao da média (SEM).
'EPN = estresse pré-natal (terco final gestacional, do 15° ao 18° dias gestacionais);
* p<0,001 em relagado aos periodos GD’s 10-15 e GD15-PND2.

A Figura 6 ilustra estes resultados.
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Figura 6. Consumo de agua, de acordo com o avangar gestacional e o periodo de amamentagéo.

*p<0,001 em relagédo aos periodos GD’s 10-15 e GD15-PND2.

6.3 EXPERIMENTO 3: Avaliacdo do desenvolvimento fisico e reflexolégico

Foram utilizados 20 machos, neonatos, provenientes de 10 paricbes de cada

grupo (controle e EPN), os quais foram marcados com nanquim no coxim plantar

direito para identificagcao (item 4.8). Deste modo, a partir do segundo dia pés-natal,

os animais foram avaliados diariamente, sempre no mesmo horario (entre 8 e 10h),

quanto a varios dos parametros. Os dados coletados foram avaliados pelo teste t de

Student e os resultados sdo apresentados na Tabela 4, que demonstra ndo haver
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significAncia estatistica (desdobramento das orelhas: T= 1,500; geotaxia negativa:
T= 3,095; reflexo de endireitamento: T= 1,143; aparecimento de pélos: T=1,000;
erupcgéo dos dentes: T= 1,000; andar adulto: T= 1,778; reflexo de agarrar: T= 1,143;
abertura dos olhos: T= 1,563; abertura da auricula auditiva: T= 1,073; para todos os

parametros: p>0,05).

Tabela 4. Efeitos do EPN sobre o desenvolvimento fisico e reflexoldgico.

Grupo

Parametro Controle EPN

n=10 n=10
Desdobramento das orelhas 5,2+0,12 5,6+0,15
Geotaxia negativa 6,3+0,15 5,5+0,27
Reflexo de endireitamento 6,3+0,50 5,6+0,34
Aparecimento de pélos 6,9+0,10 7,1+0,10
Erupcéo dos dentes 8,9+0,10 9,1+0,10
Andar adulto 9,8+0,13 9,9+0,10
Reflexo de agarrar 13,6+0,27 13,8+0,25
Abertura dos olhos 14,5+0,17 14,84+0,13
Abertura da auricula auditiva 14,6+0,22 14,7+0,21

6.4 EXPERIMENTO 4: Verificacdo do peso relativo das adrenais de animais

estressados ou néo pré- e/ou pés-natalmente

Foram utilizados 44 animais com 30 dias de vida e alocados nos 4 grupos de
estudo: CC, EC, CE e EE (n=10 ou 11/ grupo) como descrito no item 3.5. As
adrenais foram coletadas imediatamente apds as sessdes de footshock pdés-natal,
intercalando-se um animal de cada grupo para as coletas, e os pesos relativos das
adrenais foram calculados conforme descrito (item 3.9). Excluiu-se da analise um
animal do grupo CC, cujas adrenais foram danificadas no ato da coleta.

Os dados referentes a este experimento foram analisados estatisticamente
(ANOVA de uma via), e mostram que o EPN e a sessdo aguda de exposi¢cao ao
choque nas patas (PND30) ndo modificaram o peso das adrenais (T = 0,03565;

df=3,39; p>0,05). Na Tabela 5, sdo apresentados tais valores.



Delineamentos Experimentais e Resultados 61

TABELA 5 — Efeitos da exposigéo pré-natal (terco final gestacional, crénico) ou pés-natal (30
dias, agudo) sobre o peso relativo das adrenais

Grupo
cct EC? CE? EE?
n=10 n=11 n=11 n=11

Peso relativo
_ 0,0128+0,003 0,0132+0,004 0,0134+0,004 0,0130+0,003
(9/100g peso vivo)

Os dados representam a média + erro padrdo da média (SEM).
lce= controle-controle, ndo estressado; 2Ec= estressado-controle, apenas EPN; CE

= controle-estressado, estressado agudamente aos 30 dias; ‘eE= estressado-estresado, EPN e aos
30 dias.

3

6.5 EXPERIMENTO 5: Contagem da celularidade total de medula 6ssea de

animais estressados ou nao pré- e/ou pés-natalmente

Foram utilizados os mesmos 48 animais com 30 dias de vida (item 6.3), que
foram alocados nos 4 grupos de estudo: CC, EC, CE e EE (n=12/ grupo), como
descrito no item 3.5. Realizou-se a contagem da celularidade total da medula éssea
conforme descrito no item 3.10.

Os dados deste experimento, foram analisados estatisticamente (ANOVA),
observando-se que a exposicdo ao choque pré-natal durante o terco final
gestacional nao alterou significativamente a celularidade; o mesmo é valido quando
da analise dos dados obtidos apds a exposigdo a uma sessdo aguda de choques
inescapaveis aos 30 dias de vida (F= 0,6559; df= 3,43; p>0,05). Os dados referentes

a este experimento, estdo apresentados na Tabela 6.

TABELA 6 — Efeitos da exposigéo pré-natal (tergo final gestacional, crénico) ou pés-natal (30
dias, agudo) sobre a celularidade total de medula éssea (célsx107/ 5mL).

Grupo
cct EC? CE? EE?
n=12 n=12 n=12 n=12
Célsx10’/ 5 mL 3,06+0.79 3,49+0,79 3,10+0,76 3,37+1,08

Os dados representam a média + erro padrdo da média (SEM).
lee= controle-controle, ndo estressado; 2EC = estressado-controle, apenas EPN; CE

= controle-estressado, estressado agudamente aos 30 dias; leE= estressado-estresado, EPN e aos
30 dias.

3
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6.6 EXPERIMENTO 6: Fenotipagem dos linfocitos do sangue periférico de

animais estressados ou ndo pré- e/ou pds-natalmente

Foram utilizados os mesmos 48 animais com 30 dias de vida (itens 6.3 e 6.4),
sendo alocados nos 4 grupos de estudo: CC, EC, CE e EE (n=12/ grupo), conforme
descrito nos itens 3.5 e 3.12. Uma vez realizada a leitura das amostras no citdmetro
de fluxo, selecionou-se a populagao correspondente aos linfécitos e realizou-se a
analise.

A Figura 7, ilustra um grafico de densidade celular proveniente de um animal
controle (density plot - cada ponto no grafico é referente a uma célula e a
sobreposi¢cao de pontos gera o aumento de densidade grafica que é indicada pela
mudanga de coloragéo). A partir de dados como estes, realizamos a selegdo da
populacao representativa dos linfécitos (gate) por suas caracteristicas de tamanho
por granulosidade (FSC x SSC). Tal gate é pequeno, como caracterizado na Figura
7, atendendo ao preconizado pela técnica visando excluir possiveis células nao

representativas.

= —— e
= 7 — » L =
— o=y
N —
ok < Sy
=] S i 5 .
& T = - -
L et o
Fl
= -'_. - " E =
= o e .
;\.D - ,d- - -y -l .-.
B R - =
a n = - -
E L 'l_:-_l'J-J a" - =
0 % TR Ay <

Populagao de
linfocitos do
sangue periférico o\

/.

a 200 400 600 f00 1000

Figura 7 — Gréfico de densidade celular obtido de um animal controle, ilustrando a populagéo
de linfécitos do sangue periférico, a partir da qual, foram realizadas as analises fenotipicas,
marcando-se as proteinas de superficie do tipo CD com anticorpos monoclonais.
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Para verificagcdo do percentual de células B e T citotoxicas, marcadas com
apenas um anticorpo monoclonal (CD19 e CD8, respectivamente), buscou-se
verificar, a partir da selecdo da populagao de linfécitos, o percentual de células que
expressavam a proteina CD em questdo, através da analise de histogramas,
conforme ilustra a Figura 8. Nota-se na mesma, a presencga de dois picos celulares:
0 pico a esquerda, que foi excluido da analise, indica a fluorescéncia basal ou
branco; ja o pico a direita no histograma mostra a fluorescéncia das células

marcadas com o anticorpo.

Histograma da analise de CD19-PE Histograma da analise de CD8-PE
-Linfécitos B- - Linfécitos T citotéxicos-
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Figura 8 — Histogramas de animais controles, ilustrativos das analises de subpopulagbes de
linfécitos CD19 (linfocitos B) e CD8 (linfocitos T citotoxicos), realizadas a partir da selegdo da
populacao de linfécitos.

A analise de células duplo-marcadas com anti-CD3 e anti-CD4, foi realizada a
partir da populacao de linfécitos, obtendo-se um grafico celular por quadrantes. No
quadrante superior direito (SD) encontram-se as células duplo-marcadas ou
linfécitos T auxiliares. O quadrante superior esquerdo (SE) indica as células
marcadas apenas com anti-CD3 ou linfécitos naive, células NK, entre outras. Ja no
quadrante inferior esquerdo (IE) temos as células negativas para estes anticorpos,

isto é, células B, entre outras. Tais resultados, sao exemplificados pela Figura 9.

104
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Figura 9 — Grafico celular de animal controle, ilustrativo das analises de dupla marcagao (anti-
CD3 e anti-CD4) de linfocitos do sangue periférico, realizadas a partir da populagao de linfécitos do
sangue periférico. (SE= CD3+: linfécitos naive, células NK, entre outras; SD= CD3-CD4+: linfocitos T
auxiliares; IE= células ndo marcadas pelos anticorpos: linfocitos B, entre outras).

A andlise estatistica de dados como estes (ANOVA) indicou auséncia de
diferencgas significantes quanto aos percentuais dos diferentes fendtipos de linfocitos
periféricos entre os grupos ( CD19: F= 1,620; df=3,44; p>0,05; CD8: F= 4,979;
df=3,44; p>0,05; CD3-CD4: F= 0,7674; df=3,44; p>0,05); portanto, indica que a
aplicagao de choques nas patas quer no periodo pré-natal quer no pds-natal nao
afetou este pardmetro imunolégico. Os resultados correspondentes e este

experimento podem ser vistos na Tabela 7.

Tabela 7 — Efeitos do estresse pré e/ou pds-natal sobre os percentuais das subpopulagdes de
linfécitos do sangue periférico.

Grupo”
Subpopulac&o linfocitaria (%) CcC EC CE EE
n=12 n=12 n=12 n=12
CD19 - linf. B 44,26+9,24 43,84+9,9 36,13+7,38 41,34+13,27
CD8 - linf. T citotéxico 6,79x1,78 8,11£2,00 9,82+2,03 8,85+2,08
CD3-CD4 — linf. T auxiliar 30,4816,72 33,20+9,15 34,97+10,05 30,67+7,67

Os dados representam a média + erro padrdo da média (SEM).
lce = controle-controle, ndo estressado; 2EC = estressado-controle, apenas EPN; 3CE =

controle-estressado, estressado agudamente aos 30 dias; lEe = estressado-estresado, EPN e aos
30 dias.



Delineamentos Experimentais e Resultados 65

6.7 EXPERIMENTO 7: Andlise de viabilidade (apoptose/necrose) dos linfécitos

do sangue periférico de animais estressados ou ndo pré- e/ou pds-natalmente

Foram utilizados os mesmos 48 animais, alocados nos 4 grupos de estudo: CC,
EC, CE e EE (n=12/ grupo), conforme descrito nos itens 3.5 e 3.13.

Como houve dupla marcagédo celular, obteve-se a partir da selecdo da
populagdo de linfécitos quatro analises possiveis (quadrantes): células negativas
para ambas marcagdes, ou seja, viaveis (IE: quadrante inferior esquerdo); células
marcadas apenas com anexina-FITC, ou seja, em processo apoptotico (ID:
quadrante inferior direito); células marcadas apenas com PIl, ou seja, mortas por
necrose, com perda da permeabilidade seletiva da membrana (SD: quadrante
superior direito); e finalmente, marcadas com Pl e anexina-FITC (SD: quadrante
superior direito).

A Figura 10 ilustra um grafico de densidade celular por quadrantes de dupla
marcagao anexina-FITC e PI, obtido pela selecdo da populacdo de linfocitos do

sangue periférico de um animal do grupo controle.
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Figura 10 — Densidade celular de células provenientes de um animal do grupo controle,
ilustrativo da técnica empregada, realizada a partir da selecéo da populagao de linfécitos do sangue
periférico. Observe que a maioria das células encontram-se no quadrante inferior esquerdo, ou seja,
sao viaveis. (IE= inferior esquerdo; células negativas para marcagdo com anexina-FITC e PI, ou seja,
viaveis; SE= superior esquerdo: células positivas para anexina-FITC, ou seja, em apoptose; SD=
superior direito, células positivas para ambos marcadores, ou seja, mortas; ID= inferior direito; células
marcadas com P, ou seja, necréticas).
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Os resultados relativos a este experimento encontram-se na Tabela 8, os quais
quando analisados estatisticamente (ANOVA) demonstraram auséncia de efeitos do
EPN e do desafio de responsividade ao estressor no periodo pés-natal (IE: F=
0,2512; df=3,43; p>0,05; p<0,05; SD: F= 0,4981; df=3,43; p>0,05).

Tabela 8 — Efeitos do estresse pré e/ou pés-natal sobre os percentuais de células viaveis e inviaveis
(apoptose/ necrose), quadrantes inferior-esquerdo e superior-direito, respectivamente.

Grupo
Quadrante cct EC? CE® EE*
n=11 n=12 n=12 n=12
Células viaveis 08,82+0,39  98,92+0,21  98,69+1,37 98,63+1,06

Células inviaveis
0,0109+0,010 0,0091+0,010 0,0150+0,014 0,0108+0,012
(apoptose/ necrose)

Os dados representam a média + erro padrdo da média (SEM).

! CC = controle-controle, ndo estressado; > EC = estressado-controle, apenas EPN; ° CE =
controle-estressado, estressado agudamente aos 30 dias; * EE = estressado-estresado, EPN e aos
30 dias.

6.8 EXPERIMENTO 8: Testes-piloto de responsividade de esplendcitos a

proliferacdo celular: sele¢cdo de mitégenos e doses de NE

Inicialmente, foi realizado um experimento-piloto para testar os mitégenos e as
doses de NE a serem empregados nos experimentos. Para isto, utilizaram-se
esplendcitos de 4 animais do grupo controle, ajustados para 1x10° células/poco,
conforme detalhado nos itens 3.15, 3.16 e 3.17.

A primeira questdo a ser respondida era: qual a responsividade dos
esplendcitos-linfécitos aos mitdogenos LPS, PHA e ConA?

Os resultados deste experimento-piloto obtidos por citometria de fluxo foram
calculados pelo software FlowJo, com consecutiva analise estatistica (ANOVA —
teste de comparagdes multiplas de Tukey-Kramer; F=7.501; df= 3,12). Esta, revelou
que o estimulo proliferativo desencadeado pelo mitégeno LPS foi significativo
(p<0,01) em relagdo as células nao estimuladas. O mesmo foi valido para o
mitégeno PHA (p<0,05). Porém, a adicdo de ConA as culturas nao foi capaz de
incrementar o percentual de proliferagdo dos esplendcitos (p>0,05). A Tabela 9
mostra os resultados deste experimento, na forma de médiatSEM, e a Figura 11, os

ilustram.
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Tabela 9 — Efeitos dos diferentes mitdégenos testados na indugcdo de proliferacdo dos
esplendcitos.

% de proliferacéo

Parametro
n=4
Somente células 5,37t1,44
LPS 30,68+1,89"
PHA 24,60+6,98#
ConA 16,18+3,12

Os dados representam a média + erro padrao da média (SEM).

* ~ hY 7 ~ . e
p< 0,01 em relagéo as células n&o estimuladas com mitégeno;
# p< 0,05 em relagao as células ndo estimuladas com mitégeno.
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Figura 11 — Efeitos dos diferentes mitdégenos testados na inducdo de proliferacdo dos
esplendcitos. Os dados representam a média + erro padrao da média (SEM).

* ~ ~ , ~ . g s
p< 0,01 em relacdo as células néo estimuladas com mitégeno;
# p< 0,05 em relagao as células nao estimuladas com mitégeno.

Testaram-se também diversas concentracbes de NE para escolha daquelas
que seriam mais adequadas para o experimento. A analise estatistica (ANOVA
seguida do pos-teste de Tukey-Kramer) destes resultados revelou que a NE nas
concentracdes 10 e 10™ M per se foram capazes de estimular a proliferagdo celular

(F= 13,378; df= 6,21; p<0,001 e p<0,01, respectivamente), o que n&o foi observado
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apos o emprego das demais doses. A Tabela 10 mostra e a Figura 12 ilustra estes

efeitos.

Tabela 10 — Efeitos, in vitro, da NE per se na indug¢ao de proliferagdo dos esplendcitos, ou seja,
sem adi¢cao de mitdgenos.

% de proliferacéo

Parametro =4

Somente células 5,37+1,44
Somente células + NE 10"?M 6,97+0,98
Somente células + NE 10°M 7,01+0,90
Somente células + NE 10°M 5,12+1,04
Somente células + NE 10°M 4,68+1,09
Somente células + NE 10™M 35,66+9,34#
Somente células + NE 10°M 48,69+8,88™

Os dados representam a média =+ erro padrao da média (SEM).

* p< 0,001 em relagéo aos demais (exceto NE3 versus NE4).

# p< 0,01 em relagao aos demais (exceto NE3 versus NE4).
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Figura 12 — Efeitos, in vitro, da NE per se na indugao de proliferagdo dos esplendcitos, ou seja,
sem adi¢do de mitdgenos.

*
p< 0,001 em relagéo aos demais (exceto NE3 versus NE4).
# p< 0,01 em relagao aos demais (exceto NE3 versus NE4).
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Idéntico fato foi observado quando da analise (ANOVA seguida do pos-teste de
Tuckey-Kramer) das doses de NE empregadas conjuntamente com o mitégeno LPS
(células B). A adicdo de NE na dose de 10 M ao cultivo celular resultou em agéo
sinérgica de um sobre o outro como estimulo proliferativo (F= 6,021; df= 6,21,
p<0,05).

Ressalte-se que quando empregamos NE9, o SEM apresentou-se elevado.
Conscientes de que esta variagédo é prejudicial as analises estatisticas, justificamos
seu emprego pelo fato de que este experimento foi um piloto com apenas 4 animais;
mais do que isto, os resultados de uma forma geral, demonstraram nao ter sido esta
dose relevante. Ja a proliferacdo de esplendcitos apds o emprego da dose NE12
nao foi estatisticamente menor que aquela observada com a adicdo de NE3 e,
novamente, acreditamos ser isto devido ao numero amostral que permitiu variagcdes.
Estes resultados sdo apresentados na Tabela 11, e ilustrados pelas Figuras 13 e
14.

Tabela 11 — Efeitos percentuais da administragdo de NE concomitantemente com o mitégeno
LPS (especifico para células B), na indugao de proliferagdo dos esplendcitos, in vitro,

% de proliferagéo

Parametro =4
Somente LPS 30,68+1,90
LPS + NE 10?M 33,94+4,16
LPS + NE 10°M 17,24+4,66
LPS + NE 10°M 20,03+2,85
LPS + NE 10°M 27,45+3,09
LPS + NE 10”M 30,38+6,24
LPS + NE 10°M 51,8146,92°

Os dados representam a média + erro padrao da média (SEM).

estatisticamente significativo, sendo: p<0,05 em relagdo as células sem NE, NE4 e NES5;

p<0,01 em relagdo a NEG6 e, finalmente, p< 0,001 em relagdo a NE9. Nao significativo em relagao a
NE12.
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Figura 13 — Efeitos percentuais da administracdo de NE concomitantemente com o mitégeno LPS
(especifico para células B), na indugao de proliferagdo dos esplendcitos, in vitro,

p<0,05 (no minimo) em relacdo as demais doses, exceto NE12.
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Figura 14 - Fotomicrografia (40x) evidenciando individualmente col6nias de esplendcitos (A), e
colénias cuja proliferagao foi tdo intensa que apresentam-se agregadas em massa Unica indistinta (B).
1x10° células foram plaqueadas, sendo a imagem obtida 4 dias apds estimulo mitogénico com LPS e
NE3, antes da coleta da suspenséao celular para aquisicdo dos dados no citdmetro de fluxo.
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Quando empregou-se o mitégeno PHA (células T), a dose de NE3 novamente
incrementou a proliferagdo dos esplendcitos em comparagao a todas as demais
doses (ANOVA seguida do pés-teste de Tuckey-Kramer; F= 12,843; df= 6,21; p<0,05
em relacdo a NE4 e p<0,001 em relagédo as demais doses). Ja a dose NE4, foi capaz
de aumentar a proliferagao celular apenas quando comparada as doses NE9 e NE12
(p<0,05). As demais doses nao foram efetivas em induzir proliferacado celular. Estes
dados s&o apresentados na Tabela 12, e sdo ilustrados pela Figura 15.

Tabela 12 — Efeitos percentuais da administragdo de NE concomitantemente com o mitdgeno

PHA (especifico para células T), na inducédo de proliferacao dos esplendcitos, in vitro,
% de proliferacéo

Parametro =4
PHA 24,60+6,98
PHA + NE 10™**M 17,66+3,53
PHA + NE 10°M 16,58+3,20
PHA + NE 10°M 22,80+4,95
PHA + NE 10°M 23,83+7,17
PHA + NE 10™*M 43,77+7,01#
PHA + NE 10°°M 69,79+2,09"

Os dados representam a média + o erro padrao da média (SEM).

*
p<0,01 em relagdo aos demais, exceto NE4, cuja significancia é de p<0,05;
# p<0,05 em relagdo a NE9 e NE12.
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Figura 15 — Efeitos percentuais da administragdo de NE concomitantemente com o mitégeno
PHA (especifico para células T), na indugéo de proliferagdo dos esplendcitos, in vitro,
* p<0,001 em relagao as demais doses e p<0,05 em relagdo a NE4;
# p<0,05 em relagdo a NE9 e NE12.
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Apos adicdo de NE as culturas celulares com o mitégeno ConA também
monstrou-se que as doses de NE3 (F= 19,118; df= 6,21; p<0,01 em relagdo a NE4 e
p<0,001 em relagcédo aos demais) e NE4 (F= 19,118; df= 6,21; p<0,05 em relagéo as
doses de NE, mas ndo em relacdo as células apenas com o mitégeno) foram
capazes de modular o incremento de proliferagao celular. Tais dados, estdo contidos

na Tabela 13 e na Figura 16.

Tabela 13 — Percentuais de proliferacdo celular em adicdo do mitégeno ConA, com as
diferentes concentracdes de NE.

Parametro % de proliferacdo’
ConA 16,18+3,12
ConA + NE 10%*M 10,88+2,48
ConA + NE 10°M 10,55+2,89
ConA + NE 10°M 8,55+1,82
ConA + NE 10°M 8,68+1,24
ConA + NE 10“*M 26,22+3,07#
ConA + NE 10°°*M 48,20+6,21*

Os dados representam a média + o erro padrao da média (SEM).

(1) n= 4 animais.

* p<0,001 em relacdo as células ndo estimuladas, NE5, NE6, NE9 e NE12; e p<0,01 em
relacao a NE4.

# p<0,05 em relagao a NE5, NE6, NE9 e NE12.
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Figura 16 — Cultura de esplendcitos com as doses de NE testadas, em adigdo do mitdégeno
ConA.
* p<0,01 em relagéo as células nao estimuladas, NE5, NE6, NE9 e NE12; e p<0,01 em relagéo a
NE3.
# p<0,05 em relagao a NE5, NE6, NE9 e NE12.
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Os resultados obtidos neste experimento-piloto sugerem que os mitdégenos
mais efetivos foram o LPS (células B) e a PHA (células T). Portanto, utilizou-se no
experimento a seguir, tais farmacos e ndo o mitdgeno ConA, inicialmente proposto
no projeto deste mestrado.

Quanto as doses de NE, optou-se por realizar uma curva logaritmica de
molaridade de 3 pontos, sendo o primeiro a mais baixa dose, NE12, cuja literatura®
descreve ser a dose fisiologica circulante. A partir desta, seguiu-se em progresséo
geométrica de dose, sendo portanto o segundo ponto da curva a NEG e finalmente o

terceiro NE3, aquele cuja significancia estatistica foi evidenciada.

6.9 EXPERIMENTO 9: Testes de responsividade a NE em proliferacdo de

esplendcitos de animais estressados ou nao pré-e/ou pés-natalmente

Foram utilizados 36 animais com 30 dias de vida, alocados como 9 animais por
grupo nos grupos CC, EC, CE, e CC, conforme detalhado nos itens 3.5, 3.15, 3.16 e
3.17 em Materiais e Métodos.

Novamente, a primeira questdo a ser respondida era se os mitdgenos per se
haviam sido efetivos. Neste caso, até mesmo visualmente pode-se verificar o
deslocamento da populacdo de linfocitos esplénicos no dot plot, pelo aumento da
relacdo de tamanho por granulosidade das células (FSC x SSC). Ou seja, de células
maduras, pouco complexas e pequenas, passou-se a ter uma populagcdo com
células mais imaturas como blastos e pro-linfécitos, os quais caracterizam-se por
nucleo maior com cromatina ainda ndo tado densa, e maior tamanho citoplasmatico.
Ja nos histogramas, evidenciou-se um aumento do tamanho dos picos celulares
apods a adigcao dos mitégenos e seu deslocamento para a esquerda, caracteristico do
decaimento do fluorocromo FSCE em progressdo geométrica as ceélulas-filhas apos

0 processo mitético. Todas estas observagdes encontram-se na Figura 17.

® Todos os dados encontram-se em detalhes na Revisdo da Literatura presente neste trabalho.
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Dot plot e histograma de células ndo estimuladas com mitégeno.
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Dot plot e histograma de células estimuladas com LPS.
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Figura 17 — Dot plots e histogramas de animais controles, ilustrando as diferengas dependentes dos estimulos
empregados. Nota-se que a adigdo dos mitdgenos deslocou nos dot plots a populagédo de esplendcitos, pelo aumento
em sua relagdo tamanho x granulosidade (FSC x SSC), indicativo de proliferagdo pela presenga de células mais
imaturas como blastos e proé-linfoctos. Ja nos histogramas, observam-se aumento dos picos celulares e deslocamento
dos mesmos para esquerda, denotando que o fluorocromo empregado (CFSE) diminuiu sua concentragéo (ou seja,
sofreu progressao geomeétrica inversa por sua divisdo as células-filhas).
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Ora, a utilizagdo dos mitégenos nao apenas foi visualmente efetiva em
aumentar os percentuais de proliferacdo de esplendcitos-linfocitos como também
este fato pode ser visto pela analise dos dados da Tabela 14, que contém os valores
de proliferagcédo de células ndo estimuladas e estimuladas por mitégenos LPS e PHA,

em todos os grupos de trabalho.

Tabela 14 — Percentuais de proliferagdo dos esplendcitos frente aos diferentes mitégenos.

A Grupo®
Parametro
CC EC CE EE
Somente células 2,9340,63 3,59+0,57 3,66+0,74 2,56+0,59
LPS 9,41+1,12* 11,88+1,45* 8,24+0,62* 8,13+0,99*
PHA 11,79+2,25# 11,40+1,35# 10,31+1,24# 10,07+2,87#

Os dados representam a média + erro padrdo da média (SEM).

(1) n=9 animais por grupo em todos os grupos;

* p<0,001 em relagao as células néo estimuladas com mitégeno, sem diferencas entre os grupos;
# p<0,05 em relagao as células ndo estimuladas com mitégeno, sem diferengas entre os grupos.

A Figura 18 ilustra estes resultados.
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Figura 18 — Cultura de esplendcitos evidenciando os percentuais de proliferagcdo frente aos
diferentes mitdgenos.

* p<0,001 em relagdo as células ndo estimuladas com mitégeno, sem diferengas entre os
grupos;

# p<0,05 em relacdo as células ndo estimuladas com mitégeno, sem diferengas entre os
grupos.
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No entanto, como se observa na Tabela 14 e na Figura 18, ndo foram
encontradas diferengas significantes entre os grupos de estudo (p>0,05; em todos os
experimentos relatados a seguir, os resultados tém como variaveis estatisticas: F=
16,843 para “Somente células”; F= 20,530 para “LPS” e F= 11,586 para “PHA”; df=
15,128 para todos os grupos).

Resultados interessantes, nesta mesma linha, foram aqueles que
demonstraram ser a NE per se na dose 10° M (mM), , capaz de induzir a
proliferacdo dos esplendcitos. Inclusive, a adicdo de NE nesta concentragdo foi
capaz de modular o deslocamento das células no dot plot indicando maior tamanho
e complexidade das mesmas (ou seja, células imaturas), da mesma forma como
mostrou-se previamente com a adigdo apenas dos mitégenos LPS e PHA. Tal
achado ocorreu em todos os grupos. Ainda, a adigdo desta dose de NE foi capaz,
per se, de aumentar intensamente o tamanho dos picos celulares nos histogramas
de proliferacdo, bem como de desloca-los a esquerda, de forma mais proeminente
que aquela visualizada apenas com a utilizagdo dos mitégenos LPS e PHA.

J4, na presenca dos mitdgenos, a NE parece atuar como estimulo sinérgico. A

Figura 19 ilustra estas informacdes.



Delineamentos Experimentais e Resultados 77

1000 T IR ]
4 |
i 500 / |
5010 o f 1
] 1\
= 1 ] 1o\
2 600 T "] 1R
O ] 7 o
w0 o ] H
& ] f .
L4007 48] [ \
(_I) 1 II I.
200 200 — { |“.
- }.| "
T 1 M”M—‘r.l oo e
T T
200 400 =] 200 1000 10 10 10 10 10
FSC-H: FSC-Heiaht FL1-H: CFSE hasal
. p -3
Dot plot e histograma de células apenas com NE na dose 10~ M.
1000 —
1200 5 J
- |h
&0 1 |'| |
4 1
= 1 f |
= J 00 II
T B0 z 1 | |'|
7 7 & N
o 1 500 | I
400 |
& ] AR
7 1 | / "
201 7 0 |I I"".I
: .- _,-"]Il | h_|| V'\\J.n_v
Al e il . |
— | T | T T | T | T T | D' III""|1 T II""|2 T III""|3 III””4
200 400 300 ao0 1000 10 10 10 10 10
FL1-H: CFSELFS

FSC-H. FSZ-Heighl
Dot plot e histograma de células estimuladas com LPS e NE na dose 10 M.

1000 4
1 500 | |‘||",-I
Il
Q00 | I '\ul
= b 1 f h
= b B || h'-,
i) -
TG00 | T 400 |
[ i ) | hl
o @ g |
2=} (]
-~ 4007 | |{ I‘ﬂ'
(_') 1 | I"|I|
2] 200
200 : i \
B j 4 "'I' b,
| ] sl )
[ A JI | | | |
LA R L N L L R | P T ..|1 — ......|2 7 ..|3 T A
200 400 G500 200 1000 10 10 10 1c 10

FSC-H: FEC-Haight SL1-HI CTSEFHA

Dot plot e histograma de células estimuladas com PHA e NE na dose 10° M.

Figura 19 — Dot plots e histogramas de animais controles, ilustrando os efeitos da aplicagao de NE
na concentragdo 10° M. Note o deslocamento dos dot plots, pelo aumento da relagdo tamanho x
granulosidade (FSC x SSC), indicativo de proliferacao pela presenga de células mais imaturas (blastos e
pré-linfécitos). Nos histogramas, ha aumento dos picos celulares e deslocamento para esquerda,
denotando que o fluorocromo empregado (CFSE) diminuiu sua concentragédo (ou seja, sofreu progressao

geomeétrica inversa por sua divisdo as células-filhas).
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Os valores referentes a estes resultados e aqueles referentes as demais
doses de NE empregadas per se no experimento, podem ser observados na Tabela

15 e encontram-se ilustrados na Figura 20.

Tabela 15 — Percentuais de proliferacdo dos esplendcitos sem adigdo de mitégenos, nas
doses-teste de NE.

A Grupo®
Parametro
CcC EC CE EE
Somente células 2,93+0,63 3,59+0,57 3,66+0,74 2,56+0,59
Células+ NE 103 M 24 29+3,3* 29,50+5,37* 26,54+4,07* 29,60+5,45*
Células+ NE 10° M 2,62+0,58 4,08+0,47 2,37+0,41 2,42+0,36
Células+ NE 102 M 2,70+1,59  3,48+0,95 250+1,08 2,54+0,88

Os resultados representam a média + o erro padrao da média (SEM).

(1) n= 9 animais por grupo em todos os grupos;

*p< 0,01 em relagao as demais doses e as células ndo estimuladas com NE; sem diferengas
entre 0s grupos.
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Figura 20 — Cultura de esplendcitos sem adigdo de mitégeno, com as doses de NE testadas.
* p<0,001 em relacédo as demais doses de NE ou sem adigao desta, mas sem diferencas entre
0S grupos.

Mais uma vez, ndo foram encontradas diferengas entre os grupos (p>0,05).
Como ja discorrido previamente, ndo apenas o mitdégeno indutor de proliferagéo
seletiva das células B, o LPS, foi efetivo, como também a adigdo de NE na dose 107

M sugere que o farmaco atue de forma sinérgica sobre o mitdgeno. A analise
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estatistica realizada pelo teste ANOVA seguida do pos-teste de Tukey-Kramer
indicou um aumento significante (p<0,001) do percentual de mitoses apds a adi¢cao
de NE em sua maior dose testada em relagcdo as demais ou, ainda, em relagao as
células em que NE ndo foi adicionada ao meio de cultura. Tais dados estao

detalhados na Tabela 16 e sao ilustrados na Figura 21.

Tabela 16 — Percentuais de proliferagao dos esplendcitos a adicdo de LPS, nas doses-teste de
NE.

. Grupo®
Parametro

CcC EC CE EE

Células+ LPS 9,41+1,12 11,88+145 8,24+0,62  8,13+0,99
Células+ LPS+ NE 10° M 29,69+3,75* 27,85+5,09* 26,89+4,89* 33,51+4,21*
Células+ LPS+ NE 10° M 9,95+1,27 12,60+1,66 6,98+0,30  7,23+0,47
Células+ LPS+ NE 102 M 8,33+1,05  9,87+1,09 8,31+0,60  7,97+1,02

Os resultados representam a média + o erro padrao da média (SEM).

(1) n= 9 animais por grupo em todos os grupos;

* p<0,001 em relagdo as demais doses de NE ou sem adi¢do desta, mas sem diferencas entre
0S grupos.
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Figura 21 — Cultura de esplendcitos na adicdo do mitdgeno LPS, com as doses de NE
testadas.

* p<0,001 em relacédo as demais doses de NE ou sem adigao desta, mas sem diferencas entre
0S grupos.
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No entanto, também aqui, diferengas estatisticamente ndo foram encontradas
nass comparagdes entre os grupos (p>0,01).

Da mesma forma que obtivemos para a NE empregada sem a adigdo de
mitdgenos e com o estimulo de células B, apenas a dose de 10° M de NE foi capaz
de modular a amplificagdo do estimulo mitogénico da PHA, mitégeno especifico para
células T. Estes dados estdo detalhados na Tabela 17 e sao ilustrados pela Figura
22.

Tabela 17 — Percentuais de proliferagdo dos esplendcitos a adicdo de PHA, nas doses-teste de
NE.

A Grupo®
Parametro

CC EC CE EE

Células+ PHA 11,79+2,25 11,40%£1,35 10,31+1,24 10,07+2,87
Células+ PHA+ NE 10° M 28,73£2,64* 29,58+2,76* 29,22+2,22* 29,80+2,45*
Células+ PHA+ NE 10° M 12,48+2,56 14,10+2,72 13,78+2,07 14,85+3,01
Células+ PHA+ NE 10*M  10,74+1,18 12,43+1,39 12,20+2,54 12,35+2,01

Os resultados representam a média + o erro padrao da média (SEM).

(1) n= 9 animais por grupo em todos os grupos.

* p<0,001 em relagdo as demais doses de NE ou sem adi¢do desta, mas sem diferencas entre
0S grupos.

40+
" —EC
—— T [CC
z% 304 T T T
o CICE
3 BN EE
§ 20‘
o
o
> 10-
0
S/ NE NE12 NE6 NE3

Figura 22 — Cultura de esplendcitos na adigdo do mitdgeno PHA, com as doses de NE
testadas.
* p<0,001 em relagao as demais doses de NE ou sem adigdo desta, mas sem diferencas entre
0S grupos.
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6.10 EXPERIMENTO 10: Validag&o do “estresse do metré de NI”

Foram utilizados 18 camundongos da linhagem Swiss, machos, com 2 meses
de idade, provenientes do biotério conforme condicdes previamente descritas, sendo
alocados aleatoriamente em 3 grupos de 6 animais cada: controle (ndo estressado)
e estressados com analises realizadas imediatamente apds a exposi¢cdao ao
estressor (Oh) e 1h apds. Os animais dos grupos estressados foram submetidos a
uma sessao aguda (2h) do “estresse do metrd6 de NI’ (restricdo de movimentos
concomintante com agitagdo continua — 2 rotagcdes/segundo). De todos os grupos,
apos eutanasia por decapitacao, avaliou-se o leucograma (total e diferencial), bem
como contagem dos esplendcitos totais, conforme previamente descrito (item 4.4).

Como resultado, a contagem total dos leucdcitos circulantes apresentou-se
significativamente diminuida em os grupos expostos ao estressor (Oh e 1h apés a
exposicao)(F=10,804; df=2,15; p<0,001), como demonstrado pela Tabela 18 e pela
Figura 23.

Tabela 18 — Efeitos da exposi¢cao aguda (2h) ao “estresse do metrd de NY” (restricdo de
movimentos concomitante com o shaking), avaliado imediatamente apds (Oh) e 1h apds o estresse,
sobre o numero absoluto de leucdcitos circulantes no sangue periférico.

Grupo
c' E-Oh? E-1h°
n=6 n=6 n=6
Leucécitos (x 10°cels/ mL) 7,15+0,71 4,53+0,41* 3,96+0,36*

Os dados representam a média + erro padrao da média (SEM).
'C= controle, ndo estressado; “E-Oh = estressado por 2h, avaliado imeditamente (Oh) apds a
exposicdo ao estressor; *C-1h = estressado por 2h, avaliado 1h apds a exposigdo ao estressor.

* p<0,001 em relagdo ao grupo controle.
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Figura 23 — Efeitos da exposicdo aguda (2h) ao “estresse do metrd de NY” (restricdo de
movimentos concomitante com o shaking), avaliado imediatamente apds (Oh) e 1h apds o estresse,
sobre o numero absoluto de leucdcitos circulantes no sangue periférico.

* p<0,001 em relagao ao grupo controle.



Delineamentos Experimentais e Resultados 82

A diminuicdo total do leucograma dos animais estressados, refletiu-se em
alteracdo das contagens diferenciais das células. Contudo, apenas o numero de
linfocitos apresentou-se diminuido, sendo a redistribuicao destas células para outros
compartimentos imunes, a provavel responsavel pelo decréscimo do leucograma
absoluto. Logo, como reflexo da emigragao dos linfocitos do sangue periférico dos
animais submetidos ao estresse, os valores relativos de neutrofilos e mondcitos
apresentaram-se aumentados (linfocitos: F=34,666; p<0,001; neutrdfilos: F=34,666;
p<0,0001; bastonetes: F=7,424; p<0,005 para E-Oh e p>0,05 para E-1h; mondcitos:
F=10,206; p<0,001; eosindfilos: F= 0,833; p>0,05; basdfilos: F= 0,238; p>0,05; df=
2,15 para todos os subtipos de leucécitos). Dados, estes, apresentados na Tabela

19 e na Figura 24.

Tabela 19 — Efeitos da exposi¢gdo aguda (2h) ao “estresse do metrd de NY” (restricdo de
movimentos concomitante com o shaking), avaliado imediatamente apos (Oh) e 1h apds o estresse,
sobre o leucograma diferencial, a partir do sangue periférico.

Grupo
Subtipo de leucécito ct E-Oh? E-1h°
(%) n=6 n=6 n=6

Linfocitos 73,1610,79 56,00+2,79* 52,66+1,43"
Neutréfilos 18,00+0,73 32,33+4,33 # 33,50+1,94 #
Bastonetes 1,66+0,33 2,83+0,16* 1,66+0,21
Mondcitos 5,50+0,88 10,83+0,79* 11,16+1,25*
Eosinofilos 1,66+0,30 1,33+0,21 0,83+0,30
Baso6filos 0,33+0,21 0,33+0,21 016+0,16

Os dados representam a média + erro padrdo da média (SEM).

'C= controle, ndo estressado; “E-Oh = estressado por 2h, avaliado imeditamente (Oh) apds a
exposicdo ao estressor; *C-1h = estressado por 2h, avaliado 1h apds a exposigdo ao estressor.

* p<0,001 em relagdo ao grupo controle.

# p<0,0001 em relagdo ao grupo controle.
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Figura 24 — Efeitos da exposigdo aguda (2h) ao “estresse do metrdé de NY” (restricdo de
movimentos concomitante com o shaking), avaliado imediatamente apds (Oh) e 1h apds o estresse,
sobre o leucograma diferencial, a partir do sangue periférico.

* p<0,001 em relagdo ao grupo controle.
# p<0,0001 em relagdo ao grupo controle.

Pela verificacdo de diferengcas nas contagens totais e diferenciais dos
leucécitos circulantes entre os grupos, realizamos ainda no dia do experimento a
verificacdo da distribuicido fenotipica dos linfocitos por citometria de fluxo, como
previamente descrito. Neste experimento, observamos que, ndo foram apenas 0s
linfocitos os responsaveis por estes dados reportados, mas, dentre os linfécitos
ainda, especificamente as células do tipo B (CD19), apresentaram uma diminuigéo
estatisticamente significativa, no grupo estressado Oh. Deste modo, a migragao dos
linfocitos B, apenas no grupo estressado Oh, refletiu-se no aumento significativo dos
linfécitos T citotoxicos (CD8); ndo havendo, porém alteragdo quando considerados
os linfécitos T auxiliares (CD3-CD4) (linfocito B: F=4,225; p<0,05; linfécito T
citotoxico: F=4,492; p<0,05; linfocito T auxiliar: F=0,214; p>0,05; df=2,15 em todos

os parametros). Estes resultados encontram-se na Tabela 20 e na Figura 25.
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Tabela 20 — Efeitos da exposi¢cdo aguda (2h) ao “estresse do metrdé de NY” (restricdo de
movimentos concomitante com o shaking), avaliado imediatamente apos (0Oh) e 1h apds o estresse,
sobre os subtipos de linfécitos do sangue periférico.

Grupo
Subtipo de linfécito (%) c E-Oh? E-1h°
n=6 n=6 n=6
Linfocitos B (CD19) 48,70+2,60 31,49+5,28* 47,52+5,57
Linfécitos T auxiliares (CD3-CD4) 24,11+2,87 27,18+4,86 26,68+6,14
Linfécitos T citotéxicos (CD8) 14,86+0,70 19,93+1,53* 14,45+1,68

Os dados representam a média + erro padrao da média (SEM).
'C= controle, ndo estressado; “E-Oh = estressado por 2h, avaliado imeditamente (Oh) apos a
exposicao ao estressor; 3C-1h = estressado por 2h, avaliado 1h apds a exposi¢cao ao estressor.

* p<0,05 em relagdo ao grupo controle.
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Figura 25 — Efeitos da exposi¢cao aguda (2h) ao “estresse do metrd de NY” (restricdo de movimentos
concomitante com o shaking), avaliado imediatamente apds (Oh) e 1h apos o estresse, sobre o perfil
de subpopulagbdes de linfocitos do sangue periférico fenotipados por citometria de fluxo.

* p<0,05 em relag&o ao grupo controle.

Considerando-se o papel do medula 6ssea como 6rgao imune, averiguamos
se as modificagdes observadas no sangue periférico, estavam também ai presentes.
Observamos um significativo aumento nas contagens totais das células
hematopoéticas nos grupos estressados (F=6,409; df=2,15; p<0,009). Dados

exibidos na Tabela 21 e na Figura 26.

Tabela 21 — Efeitos da exposigdo aguda (2h) ao “estresse do metrd de NY” (restricdo de movimentos
concomitante com o shaking), avaliado imediatamente apds (Oh) e 1h apds o estresse, sobre a
contagem total das células hematopoéticas.

Grupo
ct E-Oh® E-1h®
n=6 n=6 n=6
Células hematopoéticas (x 10% mL) 4,4340,29 5,83+0,19* 5,56+0,37*

Os dados representam a média + erro padrao da média (SEM).
'C= controle, ndo estressado; “E-Oh = estressado por 2h, avaliado imeditamente (Oh) apés a
exposicdo ao estressor; °C-1h = estressado por 2h, avaliado 1h apds a exposi¢do ao estressor.

* p<0,009 em relag&o ao grupo controle.
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Figura 26 — Efeitos da exposi¢cao aguda (2h) ao “estresse do metrd de NY” (restrigio de movimentos
concomitante com o shaking), avaliado imediatamente apds (Oh) e 1h apds o estresse, sobre a
contagem total de células medulares.

* p<0,009 em relagéo ao grupo controle.

6.11 EXPERIMENTO 11: Avaliagcdo dos efeitos do estresse sobre a

inflamacéao alérgica pulmonar (OVA-induzida)

Foram utilizados 48 camundongos Swiss, machos, dividos inicialmente como
estressados pré-natalmente ou ndo. Aos 60 dias de vida (PNDG60), estes animais
foram re-divididos como estressados ou ndo pdés-natalmente, originando os 4
grupos de trabalho: CC, EC, CE e EE. Baseados no teste piloto do “estresse do
metré6 de NI”, este foi o estressor pds-natal empregado, sendo os animais
imunizados a OVA imediatamente apos (Oh) a retirada do aparato estressor. Os
animais dos grupos CC e EC, foram imunizados sem qualquer outra intercorréncia
prévia. Uma semana apos a imunizagdo primaria (PND67), todos os animais
receberam reforco de imunizacdo (booster) com a mesma solucdo de OVA e,
iniciando no PND74, os animais foram submetidos por 3 dias consecutivos a uma
sessdo de desafio inalatorio de OVA. Apds 24h do ultimo desafio, com prévia
anestesia com quetamina e xilazina, coletou-se: sangue por puncdo cardiaca
(leucograma total e diferencial), lobo pulmonar inferior direito (histopatolégico
qualitativo), lavado broncoalveolar (BAL; contagem total e diferencial) e lavado
medular femural (células hematopoéticas totais) (item 4.8).

O grupo denominado “Basal”’ corresponde aos animais nao induzidos a
inflamacao alérgica pulmonar OVA-induzida, cujos mesmos parametros foram

obtidos.
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e Lavado broncoalveolar (BAL) — contagens total e diferencial dos
leucocitos
A analise dos dados do numero total de leucdcitos recuperados no lavado
broncoalveolar dos animais, analisada estatisticamente por ANOVA de uma via
bicaudal seguida do pos-teste de Tukey, revelou que os animais do grupo controle
apresentaram uma maior migragdo celular para o pulmao, tanto em relacdo aos
animais nao alérgicos (basais) quanto em relagdo aos animais dos grupos
experimentais OVA-sensibilizados (F= 25,554; df=4,49; p<0,0001 quando
comparados os animais do grupo CC com os demais; n=12 animais/grupos
experimentais; n=6 animais/grupo Basal). Estes resultados sdo demonstrados pela
Tabela 22 e pela Figura 27.

Tabela 22 — Efeitos do estresse pré e/ou pds-natal sobre o total de leucécitos recuperados no
lavado broncoalveolar (BAL).

Grupo
Ccct EC? CE? EE* Basal®
n=12 n=12 n=12 n=12 n=6

Leucécitos

(x10%c8ls/mL) 21,29+1,42* 8,56+0,71# 10,46+1,36# 8,46+t1,04# 6,75+0,36
x10°céls/m

Os dados representam a média + erro padrdo da média (SEM).

' CC = animais n3o estressados nem pré nem poés-natalmente; 2EC = animais estressados
pré-natalmente; ® CE = animais estressados poés-natalmente; * EE = animais estressados pré e pos-
natalmente; ° BASAL = animais controles ndo estressados nem com inflamagao alérgica pulmonar
OVA-induzida.

* p< 0,0001 em relagéo ao grupo Basal,
# p<0,0001 em relagéo ao grupo CC.
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Figura 27. Efeitos do estresse pré e/ou pds-natal sobre o total de leucécitos recuperados no
lavado broncoalveolar (BAL).

* p< 0,0001 em relagéo ao grupo Basal,

# p<0,0001 em relagéo ao grupo CC.
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Esta expressiva contagem de leucdcitos presentes no BAL dos animais do
grupo CC mostrou-se, de fato, decorrente da migragdo de células tipicamente
inflamatodrias: eosindfilos e neutrofilos, quando comparados tanto com grupo basal
quanto com grupos experimentais (ANOVA seguida de Tukey; Eosindfilos: F=
18,109; df=4,30; Neutrofilos: F=16,394; df=4,25; ambos p<0,001 quando
comparados os animais do CC com os demais.

Quando consideramos os macrofagos, apenas o grupo EC apresentou-se
significantemente diminuido em relagdo aos animais do grupo CC (Kruskal-Wallis
seguido do teste de Dunn; KW=12,786; p<0,01). Ja para linfécitos, ambos os grupos
EC e EE apresentaram-se diminuidos em relagdo aos animais do grupo CC
(Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn; KW=16,399; p<0,01). Além disto, a
analise de macrofagos e de linfécitos evidenciou que nenhum grupo diferiu
significantemente dos animais do grupo basal.

Estes resultados sdo demonstrados pela Tabela 23 e pela Figura 28.

Tabela 23 — Efeitos do estresse pré e/ou pods-natal sobre o diferencial de leucécitos
recuperados no lavado broncoalveolar (BAL).

Grupo
Leucacitos cct EC? CE? EE* Basal'®
(x10* céls/mL) n=12 n=12 n=12 n=12 n=6
Eosinofilos 1,96+0,44* 0,48+0,07# 0,25+0,07# 0,40+0,02# 0,00%0,00
Neutrofilos 3,20+0,47* 1,20+0,15# 1,02+1,27# 0,99+0,14# 0,30%0,05
Macréfagos 10,87+1,83 4,26+0,50# 5,75+1,16  6,80+1,00 5,78+0,36
Linfécitos 3,75+0,51 1,95+0,20# 2,62+0,61 2,54+0,12# 1,21+0,07

Os dados representam a média * erro padrdo da média (SEM).

' CC = animais nao estressados nem pré nem poés-natalmente; 2EC = animais estressados
pré-natalmente; ® CE = animais estressados poés-natalmente; * EE = animais estressados pré e pos-
natalmente; ° BASAL = animais controles ndo estressados nem com inflamagdo alérgica pulmonar
OVA-induzida.

* p< 0,001 em relagdo ao grupo Basal;

# p<0,001 em relacéo ao grupo CC
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Figura 28. Efeitos do estresse pré e/ou pds-natal sobre o diferencial de leucécitos recuperados no

lavado broncoalveolar (BAL).

Ja a contagem total de leucdcitos sanguineos refletiu o padrédo de migragao

celular evidenciada no BAL. Neste sentido, os grupos CE e EE apresentaram as

maiores contagens de leucdcitos, tanto em relagdo aos animais do grupo CC quanto

em relagdo aos animais do grupo Basal (Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn;

KW=19,313; p<0,05).

Estes resultados s&o demonstrados pela Tabela 24 e pela Figura 29.
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Tabela 24 — Efeitos do estresse pré e/ou pds-natal sobre o leucograma total sanguineo.

Grupo
cct EC? CE? EE* Basal®
n=12 n=12 n=12 n=12 n=6

Leucécitos

6 . 3,27+0,19 3,62+0,44 4,94+0,41*# 4,97+0,39*# 2,88+0,13
(x10° céls/mL)

Os dados representam a média + erro padrao da média (SEM).
' CC = animais n3o estressados nem pré nem poés-natalmente; 2EC = animais estressados
pré-natalmente; ® CE = animais estressados pos-natalmente; * EE = animais estressados pré e pos-

natalmente; ° BASAL = animais controles ndo estressados nem com inflamagao alérgica pulmonar
OVA-induzida.

* p< 0,05 em relagdo ao grupo Basal;
# p<0,05 em relacao ao grupo CC.
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Figura 29. Efeitos do estresse pré e/ou pés-natal sobre o leucograma total sangtineo.
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De fato, encontramos uma correlagao direta entre os resultados ja reportados
(BAL — total e diferencial e, leucograma total) e os resultados do leucograma
sanguineo diferencial. Onde, os animais do grupo CC apresentaram aumento do
percentual de neutrdfilos (em relagdo aos animais do grupo Basal e em relagdo aos
animais dos grupos CE e EE) e de eosindfilos (em relagdo aos animais do grupo
Basal e em relacdo aos animais dos grupos EC e EE); assim como diminuicdo nas
contagens de linfocitos (em relagao a todos os demais grupos) (Linfocitos: F=10,410;
df=4,39; p<0,01; Neutréfilos: F=3,572; df=4,39; p<0,05; Bastonetes: KW=6,294;
p>0,05; Eosindfilos: KW=26,815; p<0,01; Basdfilos: F=0,914; df=4,40; p>0,05).

Estes dados sdo monstrados pela Tabela 25.

Tabela 25 — Efeitos do estresse pré e/ou pés-natal sobre o leucograma diferencial sanguineo.

Grupo

Leucécitos

(%) cC EC CE EE Basal

Linfécitos 51,77+3,48* 64,63+2,48# 69,63+1,76# 69,80+1,92# 67,83+1,45
Neutroéfilos 30,00+2,83* 25,12+2,64 21,00+1,51# 20,60+1,60# 23,50+1,26
Bastonetes 1,66+0,33 1,43+0,20 1,09+0,37 0,80+0,25 1,00+0,26
Eosinofilos 9,44+0,93* 3,50+,060# 5,44+0,98* 3,40+0,52# 0,66+0,21
Basofilos 0,22+0,15  0,25%+0,16 0,09+0,09 0,00+0,00 0,20+0,20

Os dados representam a média + erro padrao da média (SEM).
* p< 0,05 em relagdo ao grupo Basal;
# p<0,05 em relacao ao grupo CC

A Figura 30 ilustra estes dados.
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Figura 30. Efeitos do estresse pré e/ou pds-natal sobre o leucograma sanguineo diferencial (%).
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A pergunta seguinte, portanto, visou averiguar se esta redistribuicdo de

leucécitos do sangue para o foco inflamado (pulméo) era igualmente refletida por

uma mobilizagdo hematopoética (contagem total de células da medula 6ssea). De

fato,

encontramos um aumento significante do numero total

de células

hematopoéticas em todos os grupos induzidos a inflamagao alérgica pulmonar em

relagdo aos animais do grupo Basal. Ainda, parece que, corroborando os dados ja

descritos do BAL e sangue, os animais do grupo CC liberaram mais células da
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medula o6ssea para o foco inflamatério, o que se explica pela redugao
estatisticamente significante quando comparados com os animais dos grupos
estressados pré e/ou pos-natalmente (F=11,670, df=4,46; p<0,05). A Tabela 26

demonstra estes dados.

Tabela 26 — Efeitos do estresse pré e/ou pds-natal sobre a contagem total de células
hematopoéticas (medula éssea).

Grupo
CccC' EC? CE® EE* Basal®
n=12 n=12 n=12 n=12 n=6
Células
6 31,562+2,99* 53,05+5,39*# 55,954+5,86*# 46,96+4,86"# 10,63+1,20
(x10°/mL)

Os dados representam a média + erro padrao da média (SEM).

' CC = animais n&o estressados nem pré nem pos-natalmente; 2EC = animais estressados
pré-natalmente; ® CE = animais estressados pos-natalmente; * EE = animais estressados pré e pos-
natalmente; ° BASAL = animais controles n&o estressados nem com inflamacgéo alérgica pulmonar
OVA-induzida.

* p< 0,05 em relagédo ao grupo Basal;

# p<0,05 em relagado ao grupo CC.

A Figura 31 ilustra estes resultados.
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Figura 31. Efeitos do estresse pré e/ou pds-natal sobre a contagem total de células
hematopoéticas (medula éssea).
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Por fim, apds a coleta do BAL, extraiu-se o lobo inferior direito pulmonar. As
amostras, depois de fixadas em formaldeido 4%, foram microprocessadas e coradas
pelo método de Hematoxilina e Eosina (HE). As |aminas obtidas foram analisadas
qualitativamente em microscopia 6tica.

De certo modo, pode-se dizer que todos os grupos OVA-inflamados
apresentaram um moderado grau de infiltrado celular, especialmente adjacente aos
vasos sanguineos (evidenciando o processo de diapedese) e as estruturas
respiratorias propriamente ditas como os alvéolos (local de exposi¢cao ao alérgeno).
Mais do que isto, verificou-se um expressivo aumento de eosinofilos, o que explicita
o perfil inflamatdério asmatico anafilatico (diferentemente de asma LPS-induzida, por
exemplo).

Por outro lado, encontramos areas pulmonares semelhantes as vistas em
animais basais. Tais achados, por sua vez, podem refletir caracteristicas de
dispersdo de resultados tipicas da linhagem murina Swiss deste trabalho, em se
tratando de uma linhagem nao isogénica e/ou; uma certa inabilidade da escolha de
desafios inalatérios por camara de microdispersao de particulas. Ou seja, ndo temos
como quantificar a dose de alérgeno inalada. Ainda, nos abstemos de analises
histopatoldgicas que nédo o infiltrado imune (como formagédo de edema, producgdo de
muco, etc), devido a coleta pulmonar ser realizada apds a lavagem broncoalveolar
(que nado modifica histopatologicamente leucécitos infiltrados ao tecido pulmonar
mas pode mascarar a presenca de muco ou produzir extravasamento semelhante ao
evidenciado em casos de edema).

Contudo, via de regra, as fotomicrografias a seguir (Figuras 32 e 33) ilustram

qualitativamente a eficacia do modelo empregado na indugdo de asma experimental.
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Figura 32. Corte histolégico de pulmao (200x — microscopia Optica), onde se evidencia uma
arvore bronquica (1) de animal induzido a asma experimental (OVA), com macica infiltragcdo
leucocitaria (roxo).443
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Figura 33 Corte histolégico de pulmao (200x — microscopia Optica), onde se evidencia
bronquiolos (1) e alvéolos (2) de animal induzido a asma experimental (OVA), com macica infiltragdo
leucocitaria.

A seguir, as fotomicrografias representadas pelas Figuras 34, 35 e 36,
demostram a dispersdo de resultados, com areas pulmonares semelhantes a

normalidade e outras caracteristicas do processo inflamatério.
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Figura 34. Corte histolégico de pulmao (200x — microscopia Optica), onde se evidencia um
bronquiolo e alvéolos de animal induzido a asma experimental (OVA), assemelhando-se a
normalidade, com discreta infiltragdo de leucécitos.
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B

Figura 35. Corte histologico de pulmao (200x — microscopia optica), onde se evidencia um
bronquiolo (1) e alvéolos (2) de animal induzido a asma experimental (OVA), com maciga infiltragao
de leucdcitos.
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Figura 36. Corte histolégico de pulmao (400x — microscopia éptica), de animal induzido
a asma experimental (OVA), com macica infiltragdo leucocitaria, inclusive, nota-se a presencga de
eosinofilos.

98
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7 DISCUSSAO

7.1 AvaliacOes peri-natais

Os resultados das avaliagdes peri-natais, indicam que a imposi¢cao do
estressor (footshock) no terco final gestacional, foi incapaz de alterar: 1) o consumo
de agua e ragédo das gestantes em diferentes periodos de analise; 2) a data de
paricdo; 3) o numero de filhotes nascidos ou sua relagdo macho/fémea; 4) o peso

total das proles; 5) o desenvolvimento fisico e reflexoldgico da prole.

Realizamos a verificagdo do consumo de agua e racédo de ambos 0s grupos
(controle e experimental) no periodo pré-exposi¢gao ao estressor; mostramos serem
os resultados de ambos os grupos homogéneos e semelhantes entre si. Esse
consumo foi também tomado durante o periodo de exposicdo ao estresse pré-natal,
para analisar se os possiveis efeitos a serem encontrados na esfera neuroimune
seriam  derivados da exposicdo materna ao estressor ou a modificagdes
metabdlicas/ enddcrinas advindas das maes em decorréncia de um maior ou menor
consumo de agua e racgado decorrente desta exposicdo (DALLMAN et al, 2003).
Finalmente, fizemos essa analises para verificar se a aplicacdo do estresse no tergo
final da gestagado alteraria o comportamento alimentar das maes no periodo pés-
parto.

A ocorréncia de partos prematuros/ tardios nao foi estatisticamente significante
entre os grupos; contudo, vale aqui a ressalva de que em experimentos prévios
realizados em nossos laboratérios (FONSECA, 2005 e 2002) os partos ocorreram
entre 0 19° e 0 21° dias gestacionais, sendo apenas as proles dos partos ocorridos
neste ultimo dia considerados para a experimentacédo. No presente trabalho, a média
dos partos deu-se no 19° dia gestacional, tanto nas fémeas do grupo controle como
naquelas submetidas ao estresse pré-natal.

Esta discrepancia de dados chamou-nos a atengao e, portanto, passamos a
verificar a data do parto a termo encontrada nos animais da mesma linhagem no
setor de criacdo do biotério de nosso Departamento. La, todas as camundongos

fémeas primiparas também apresentavam data de parto aos 19° dias gestacionais,
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como observado nesse experimento. Apenas as fémeas multiparas podiam
apresentar, ocasionalmente, partos com 20 ou 21 dias.

Estes resultados de data de paricdo sdo corroborados pelas referéncias da
literatura que embasam o presente trabalho. Conforme bibliografia de animais de
laboratério, o tempo médio de gestacdo de camundongos de laboratério (Mus
musculus e Mus domesticus) € de 19 dias, podendo a gestagao abranger de 18 a 21
dias (HAFEZ, 1970; ASDELL, 1964). Dados semelhantes sdo apresentados por
outras referéncias mais recentes, que citam o periodo de gestagdo como sendo de
19 a 20 dias (HOGAN et al, 1986) ou ainda de 19 a 21 dias (DE LUCA et al, 1996;
HARKNESS, 1993).

No contexto das avaliagcbes peri-natais, os demais parametros obtidos apods a
exposicao ou ndo das gestantes as sessbes de choque parecem descartar a
possibilidade de efeitos deletérios diretos exercidos pelos choques nas maes. Isto
porque, embora ndo quantificado, todas as fémeas mantiveram seu comportamento
de construgdo de ninhos, colocacao dos filhotes nos mesmos e comportamento de
lordose para a amamentagao. Ainda, tanto as fémeas como também suas proles
apresentavam-se a inspe¢ao com bom estado geral, boa elasticidade cutanea,
pelagem homogénea, auséncia de piloerecdo e presenca de comportamento de
auto-limpeza.  Trabalhos anteriores realizados em nossos laboratérios apos
manipulagbes pré-natais relataram resultados idénticos (FONSECA, 2005 e 2002;
PALERMO-NETO, MASSOCO e FAVARE, 2001)

Os dados, portanto, sugerem que os efeitos imunolégicos buscados nos
experimentos que se seguiram, foram, muito provavelmente, decorrentes de
modulag¢des neuroimunes nos filhotes e independentes de fatores organicos diretos

prejudiciais ocorridos na maes em decorréncia da aplicagdo das sessdes de choque.

7.2 Avaliacfes imunes

Tomados em seu conjunto, os dados mostram que a administragado de choques
as patas, quer no periodo pré-natal, quer no pds-natal como desafio, foi incapaz de
modificar os parametros imunes considerados, a saber: 1) peso relativo das

adrenais, 2) celularidade total da medula éssea, 3) fenotipagem e 4) viabilidade de
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linfocitos provenientes do sangue periférico, 5) proliferacao de esplendcitos-linfécitos

frente a estimulos in vitro (cultura celular).

1) Peso relativo das adrenais:

E fato aceito pela comunidade cientifica que o estresse acarreta a liberagéo de
corticoides, inclusive com hipertrofia das adrenais como descrito por Selye (item
2.1). Contudo, lembramos que as avaliagdes pds-natais consistiram do emprego de
uma sessao unica de choques antes dos experimentos, o que sugere a liberagcédo de
corticosterona, sem, obviamente, alteragdo morfolégica das glandulas.

Porém, estudos prévios desenvolvidos em nossos laboratorios demonstraram
que, a prole de machos submetidos ao mesmo modelo de estresse pré-natal por nés
utilizado, apresentavam aos 30 dias de vida, diminuicdo dos niveis circulantes de
corticosterona em relagao a animais do grupo controle (FONSECA, 2005), resultado,
esse, corroborado por outros estudos pré-natais (KAY et al, 1998) e peri-natais
(LOBAO-PINHEIRO, resultados ainda ndo publicados).

Considerando-se o papel das adrenais, elo fundamental da cadeia de eventos
que envolvem a resposta desenvolvida pelo eixo HPA sugere-se, que interferéncias
peri-natais poderiam modular via down-regulation a produgdao hormonal. Decidimos,
assim, aferir o peso relativo das adrenais das proles dos animais de todos os grupos
em estudo. A analises desses resultados ndao mostrou diferencas estatisticamente
significantes, sugerindo que a diminui¢do dos niveis de corticosterona sérica dos
filhotes teria sido modulada apenas por uma menor atividade das adrenais dos

filhotes, isto €, na auséncia de diminui¢ao de peso relativo (hipotrofia) das adrenais.

2) Celularidade total de medula 6ssea:

Sabe-se que a atividade hematopoética pode ser comprometida através de
mudangas induzidas nos sistemas neuroendocrino e/ou imune. Neste sentido, a
modulagdo da atividade de células hematopoéticas por glicocorticoides,
catecolaminas ou peptideos 6pioides, constitui uma importante via através da qual
se faz a comunicagdo neuroimunolégica (BESEDOVSKY et al., 1985; BLALOCK,
1994 WEIGENT e BLALOCK, 1995). Ainda, dados obtidos da literatura, in vivo,
indicam que o tono simpatico atuando sobre a medula éssea suprimiria a producao
de granuldcitos e macrofagos e ativaria a producao de linfécitos (MAESTRONI et al,
1992; MAESTRONI e CONTI, 1994*°; MAESTRONI et al., 1998) e, ainda que a
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atividade hematopoética poderia ser modulada também in vitro pelas catecolaminas
(MIYAN et al., 1998; ELENKOV, 2000).

Neste contexto, Tang e col. (1999) observaram que a exposi¢do ao frio
aumentou em 36% e que uma infeccdo por Pseudomonas aeruginosa gerou um
aumento de 131% no turnover de NE na medula éssea de roedores (TANG et al.,
1999). Deste modo, buscamos por possiveis variagdes na celularidade de medula
O0ssea das proles de animais de nossos grupos de estudo. Nossos resultados
sugerem que o modelo de estresse aqui aplicado quer cronicamente no periodo
uterino, quer na fase pré-pubere (30 dias com uma Unica sessao de choques as
patas) com uma unica sessao de choques as patas, ndao modificou as contagens

totais de células medulares.

3) Fenotipagem dos linfocitos do sangue periférico:

Algumas publicacbes sugerem que a exposicdo pos-natal e aguda ao
estresse possa gerar modificagdo das subpopulagbes de linfécitos no sangue
periférico (PAZIRANDEH et al., 2002; BENSHOP et al, 1996; DHABHAR et al., 1994;
STRATAKIS e CHROUSOS, 1995). De fato, é descrito por Dhabhar e McEwen que
essa ocorréncia dever-se-ia, principalmente, a redistribuicao especifica dos linfocitos
do sangue periférico para outros compartimentos imunes (DHABHAR e MCEWEN,
1997). Sdo escassos o0s estudos que analisaram esta questdo para a variavel
estresse pré-natal; dentre os trabalhos que guardam similaridade com nosso estudo,
os resultados neles contidos, corroboram com os presentemente apresentados (KAY
et al.,, 1998). Em nossos experimentos, ndo encontramos diferengas significantes
quanto as subpopulagdes de linfocitos do sangue periférico ao considerarmos tanto
o estresse pré quanto com o pés-natal.

Quanto ao estresse pds-natal, sabe-se que nem toda espécie e sexo de
animais responde a um determinado estressor da mesma maneira; nem todo
estressor produz o mesmo padrao de resposta neuroquimica e; nem toda “fungcao
imune” é igualmente afetada pela aplicagdo de um mesmo agente estressor. Logo,
parece-nos possivel que o modelo de estresse pdés-natal (footshock) em questao,
nao teria sido suficientemente capaz de modular a redistribuicdo celular para outros

compartimentos imunes.
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4) viabilidade dos linfécitos do sangue periférico:

Quanto aos resultados dos experimentos para verificagdo de processo
apoptdtico/ necrotico por anexina-FITC e PIl, podemos sugerir que a exposigao ao
estresse em utero ou aos 30 dias de vida nao contribui para ocorréncia do mesmo.
De fato, nossos dados, sao corroborados pela publicagdo de Lang e grupo, que
mostraram in vitro que as catecolaminas quando incubadas com hemacias inibiram a
entrada de calcio nestas células, via remoc¢éo de anions cloreto, além de prevenirem
a exposicao da fosfatidilserina. Ou seja, atuaram de forma antiapoptotica (LANG et
al, 2005).

Outro estudo in vitro, publicado em 1999, sugere que a incubagao de linfocitos
do sangue periférico e de esplendcitos com corticosterona nao resultou em alteragéo
do perfil de viabilidade celular (HOFFMAN-GOETZ e ZAJCHOWSKI, 1999). Neste
sentido e como ja mencionado, ndo observados alteragdes in vivo da viabilidade dos
linfécitos provenientes do sangue periférico nos animais de nossos grupos de
trabalho. Estes mesmos autores encontraram resultados similares aos nossos,
quando avaliaram os efeitos da exposicdo in vivo, de linfécitos-esplendcitos e
timécitos de camundongos a horménios do estresse liberados pelo exercicio fisico
(HOFFMAN-GOETZ et al., 1999). Corroborando ainda com nossos achados, um
estudo empregando a mesma técnica de analise de viabilidade celular (Anexina-
FITC x PI), mostrou que a frequéncia de células necroéticas e/ou apoptdoticas néo se
alterava significativamente quando as células eram cultivadas in vitro na presenga de
diversas concentragdes de NE ou dopamina, conjuntamente ou nao com
dexametasona (glicocorticéide) (NAVARRO, 2005).

5) proliferagdo de esplendcitos-linfocitos frente a estimulos in vitro (cultura
celular):

Nos estudos de proliferacdo de linfocitos mostramos auséncia de diferencgas
significantes quanto ao percentual de proliferacédo de linfécitos esplénicos quando
considerada a aplicacao de estresse pré ou pds-natal. O mesmo foi evidenciado em
outro estudo para o estresse pré-natal, quando se avaliou a proliferacdo de linfécitos
esplénicos estimulados com PHA (KAY et al.,, 1998), ou com ConA (KLEIN e
RAGER, 1995).
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Vale salientar que as publicagdes ja citadas anteriormente e cujos resultados
nao corroboram com 0s NOssoOs, incluem variaveis experimentais diferentes como,
por exemplo: uso de sujeitos experimentais de diferentes linhagens (camundongos)
ou espécies (ratos e sangue humano); tipo de estresse empregado (psicolégico, de
restricdo, exercicios, variavel, etc), periodos gestacionais em que o estresse foi
vivenciado (extremamente variavel dentre as publicagdes) e tempos de avaliacao
quando da reexposigdo a um estressor (imediatamente apds a exposigdo ao
estressor, 1h apos, 24h apos), etc.

Todavia, evidenciou-se, neste trabalho, que a exposicdo dos linfécitos
esplénicos & dose milimolar (10°M) de NE ampliou significativamente a taxa
mitotica, sugerindo, este fato, que o neurotransmissor module, de alguma forma,
este processo.

Cabem algumas questdes neste ponto da discussao: por qué nossos dados
provenientes da cultura de esplendcitos-linfécitos apds exposicdo a NE nao se
mostraram na forma sigmoide classica das curvas dose-efeito farmacolégicas? Ou
seja, por qué nao atingimos o “efeito maximo” (platd) nestes experimentos? Primeiro,
considere-se que realizamos a leitura em 4 dias de proliferacao celular, justamente,
por saber que até este momento, incrementos replicativos nao acarretariam
exaustdo do meio de cultura. Deste modo, ndo ha como querer atingir a taxa maxima
de replicagao celular, pois na fisiologia normal as células imunes avaliadas foram
selecionadas evolutivamente justamente para serem capazes de progressao clonal.
Quando muito, poderiamos alcangar uma taxa mitética em que o meio de cultura
estaria exaurido. Mais do que isto, dar continuidade no aumento das concentracoes
de NE para obter as curvas de dose-resposta, seria incoerente, pois concentracoes
desse neurotransmissor superiores a mM (10° M) sdo descritas como nao
fisioldgicas, isto €, impossiveis de serem atingidas até mesmo em situagdes de
grandes descargas adrenérgicas como, por exemplo, frente a um forte estimulo
estressor.

Ora, e como explicar que a NE, per se, tenha sido capaz de modular de forma
tao expressiva proliferagao celular, como visto em nossos resultados?

E sabido que varios 6rgéos linféides como timo, baco, linfonodos e medula
O0ssea sao inervados por fibras simpaticas. A inervagcdo noradrenérgica do tecido
linféide parece ser regional e especifica: geralmente zonas de células T sao

ricamente inervadas, enquanto zonas foliculares e nodulares de desenvolvimento e
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maturagcao de células B possuem poucas fibras do SNAS (FELTEN et al, 1985).
Focando o0s esplendcitos (as células por ndés estudadas), sabe-se que
aproximadamente 98% do nervo esplénico  constitui-se de fibras nervosas
simpaticas (ELENKQV et al, 2000). O sentido destas inervagdes fica mais evidente
se lembrarmos que todos os leucécitos aparentemente expressam (,AR, com
excecao apenas dos subclones do tipo Thy, CD4+. Sabe-se, porém, que mesmo
estas células Th, CD4+, sado reguladas por estimulos adrenérgicos via liberacédo de
citocinas em decorréncia da sensibilizacdo pelas catecolaminas das células que
contém os B,AR (KOHM e SANDERS, 2000).

Ja a presenca de receptores o-adrenérgicos em leucdcitos ainda ndo é
conclusiva. Alguns autores sugerem que sejam expressos apenas em células
mononucleares (MN; linfécitos, mondcitos e macréfagos) presentes em certos
compartimentos organicos como nos espacgos alveolar e peritoneal ou na presenca
de certas condi¢cbes patolégicas (ELENKOV et al., 2000) ou, ainda sob influéncia
dos glicocorticoides, dos agonistas p-adrenérgicos e das citocinas (KAVELAARS,
2002).

Ora, se ja consideramos a ampla inervagdo e presenca de receptores, a
questdo centra-se agora nos efeitos induzidos pela estimulagcdo NE-receptor
adrenérgico.

A estimulacao de B2AR tem sido descrita como um meio através do qual a NE
modula a hematopoiese, a linfopoiese, a timopoiese, o homming dos linfécitos, o
fendtipo de membrana de leucécitos e, ainda, a fungdo de células maduras
(SANDERS et al., 2001).

O grupo de pesquisas liderado por Genaro, publicou uma série de estudos,
onde, em uma cultura de esplendcitos, a NE e o agonista isoproterenol foram
capazes de modular, de forma dose-dependente, o incremento da proliferacdo de
linfécitos B (LPS), porém com decréscimo das células T (ConA) (EDGAR et al, 2003
e 2002). Discutindo estes resultados, alguns autores mostraram em estudos
conduzidos nos ultimos 30 anos, ser a estimulacdo de B,AR capaz de diminuir a
proliferacdo de células T-CD4+ via elevagdes nas concentragdes intracelulares de
AMPc (adenosina monofosfato ciclico), maior ativagdo de PKA (fosfoquinase A) e,
possivelmente, de efeitos em elementos do citoesqueleto. Porém, publicacbes

recentes vém sugerindo uma nova visdo: a NE atuaria diminuindo a taxa mitotica
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exclusivamente de linfécitos T nao ativados, aumentando significativamente,
entretanto, a proliferacdo destas células quando ativadas (KOHM e SANDERS,
2000).

De fato, demonstrou-se em estudos in vitro que a aplicagao NE foi capaz de
induzir um aumento na ativagao dos linfécitos, visto pelo aumento da frequéncia de
linfécitos T CD4+ expressando o marcador de ativacao recente CD69. Apesar de
nado terem sido encontradas diferengas significativas de CD25 (cadeia a, especifica
do receptor de IL-2) detectou-se um aumento na expressdo de RNAm para IL-2
(NAVARRO, 2005), uma citocina importante para a proliferagdo linfocitaria e uma
das primeiras citocinas a serem produzidas quando da ativagao dos linfocitos
(KOHM e SANDERS, 2000; ROIT, 2001; JANEWAY, 2001). A analise destes dados
pelos autores mostrou que o pico de expressao de CD25 ocorreu 48 horas apds o
estimulo. Porém, esta expressdo de CD25 nao foi avaliada nos experimentos de
cultura dos autores em questao (NAVARRO, 2005).

Os estudos de Navarro e colaboradores dedicados ao papel da NE sobre
células mononucleares do sangue periférico permitiram a obtengdo de resultados
que auxiliam a verticalizagao da discussao de nossos resultados. Demonstraram que
a NE induzia um aumento da frequéncia de subpopulacbes de linfocitos T
expressando IFN-y, TNF-a, IL-6 e IL-10. Além disso, detectaram um aumento de
RNAmM de IL-2, IL-4, IL-5 e IL-13, sugerindo um duplo papel para a NE sob as
citocinas tanto de padrao Th4 quanto Th, (NAVARRO, et al, 2005).

Neste sentido, um estudo demonstrou que a expansdo celular antigeno-
induzida de células foliculares e, também, a formacdo de centros germinativos
esplénicos sdo reduzidos pela deplegcdo de NE em camundongos e, que estes
efeitos podem ser prevenidos pela administracdo prévia de agonistas [3,-
adrenérgicos (KOHM e SANDERS, 1999).

Finalmente, o mais instigante deste trabalho foi a auséncia de diferengas
estatisticamente significantes entre os resultados obtidos dos animais dos grupos
por nés estudados (CC, CE, EC, EE). Trabalhos prévios realizados em nossos
laboratorios com os mesmo grupos experimentais (CC, CE, EC, EE), e também
utilizando o modelo de footshock, mostraram, aos 37 dias de vida, que apenas
animais do grupo CE apresentavam reducdo do percentual de espraiamento de
macrofagos peritoneais previamente ativados por inoculagdo i.p. de onco-BGC.

Nessa ocasido, ndo se relataram alteragdes nos demais parédmetros (indice de
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fagocitose ou producdo de oxido nitrico) ou quaisquer mudancgas de atividade nas
células provenientes dos demais grupos. Ja quando avaliada a produgdo de
peréxido de hidrogénio, observou-se reducdo da concentragdo da mesma nos
animais do grupo CE e, aumento naqueles do grupo EE (FONSECA, 2002).

Entretanto, idéntico estresse pré ou pds-natal agora empregado foi incapaz
de alterar os parametros de imunidade avaliados (linfécitos), mesmo que efetivo em
alterar parédmetros de imunidade inata. Qual a razdo desta discrepancia? Algumas
possibilidades seriam:

1) a existéncia de vias de redundancia que impediriam modificagcbes nos
linfécitos em decorréncia do estresse, pela importancia impar dos mesmos na
regulagcédo da imunidade (via balango Th1-Th2).

2) inaptiddo do modelo de estresse empregado para produzir modificagoes;

3) avaliacdo dos parametros de imunidade adaptativa sem a prévia indugao
de adaptagao, ou seja, sem desafio imunoldgico; nesse caso, teriamos realizado os
experimentos deixando de criar um ambiente propicio para que eventuais alteracdes
dos parametros de linfécitos fossem evidenciadas.

Sustentando a primeira hipétese, encontramos uma publicagdo de 2003 na
Brain, Behavior and Immunity, que detalha o perfil imunolégico de um camundongo
nocaute de B2AR que, ao contrario das expectativas dos autores, ndo apresentou
diferengas em quaisquer dos parédmetros avaliados em relagdo aos animais do grupo
controle: peso corporal; peso relativo de bago, timo, ou linfonodos; celularidade total
ou fenotipagem de bacgo, timo, linfonodos ou medula 6ssea; produgdo de Ac’s
primarios e secundarios frente a imunizagdo (medido por até 11 semanas); avidez
por IgG; etc. Segundo os autores, mecanismos de compensacgao in vivo teriam
causado esse efeito, sem envolver upregulation de outros receptores adrenérgicos.
Contudo, esse mecanismo compensatério ndo foi observado quando as células
B2AR-deficientes foram avaliadas in vitro (SANDERS et al., 2003).

Em funcédo da segunda hipétese apresentada delineou-se o experimento do
“‘estresse do metr6 de NI”. Ou seja, antes de dar continuidade as analises dos
linfécitos em modelos de desafio imune (respondendo a terceira hipotese levantada),
buscamos averiguar a efetividade do modelo estressor. Tomando por sua aceitagao
cientifica, o modelo descrito por Dhabhar e McEwen (1997) pareceu-nos util e
replicavel visto ter uma metodologia simples e passivel de extrapolacdo dos

resultados para a vivéncia humana.
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O principal objetivo da realizagdo deste teste piloto foi realizar, através da
analise de uma variavel comum aos outros experimentos descritos (a fenotipagem),
uma comparagao entre os efeitos dos dois modelos (footshock versus “metré de NI”).
Para isso, foi necessario averiguar se o “estresse do metrd de NI’ produzia
resultados similares aos relatados na literatura (DHABHAR e MCEWEN, 1997),
também nos animais da linhagem de camundongo empregada neste trabalho. Isto
foi realizado pois, estudos dos autores supra referidos demonstraram que mediante
a submissao ao “estresse do metrd6 de NI’ os resultados poderiam ser distintos
conforme a linhagem de ratos empregada (3 linhagens analisadas)(DHABHAR et al.,
1995). Resultados semelhantes foram obtidos por outro grupo, quando comparadas
5 linhagens de ratos (GOMEZ, KLOET e ARMARIO, 1998). Além disto, ndo
encontramos na literatura relatos do emprego desta metodologia em experimentos
com camundongos.

Os dados detalhados no item 5.10 deste trabalho mostram que, de fato, a
aplicagado por 2h do modelo do “estresse do metrd6 de NI’ modula, também em
nossos animais (camundongos da linhagem Swiss), a redistribuicdo celular proposta
pelos idealizadores do modelo. Porém, numa perspectiva mais verticalizada,
mostramos n&o apenas que ha uma reducgao total do leucograma decorrente da
migragéo de linfocitos como, também, que a diapedese de células B € a principal
responsavel por esta reducdo. Mais do que isso, mostramos que as alteracdes
ocorrem apenas no grupo de animais avaliados imediatamente apdés o término da
exposicao ao estressor (0Oh); retornando os percentuais a valores proximos aos dos
animais do grupo controle 1h apds a aplicagdo do estresse. Mostramos, ainda, que
apenas o grupo analisado imediatamente apdés o estresse (0Oh) apresentou
significativo aumento de células T citotdéxicas, com incremento nao significativo de
células T auxiliares, em relagdo aos animais dos demais grupos.

Deste modo, justiicamos a segunda hipdtese por nos levantada, ao
creditarmos parte da auséncia de resultados estatisticamente significantes entre as
analises de parametros de linfécitos de animais estressados ou ndo pré e/ou pos-
natalmente, pela ineficiéncia do modelo de estresse por footshock inicialmente
empregado.

Neste sentido, optamos por manter o protocolo pré-natal descrito,
considerando-se as publicagbes ja mencionadas que corroboram com nossos

achados e, também, por ser uma metodologia ja estabelecida em nosso laboratério.
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Porém, optamos por empregar o modelo do “estresse do metré de NI” como novo
desafio para avaliacdo de efeito na vida adulta dos animais. Esse estresse foi
empregado imediatamente antes de uma imunizagdo e de um booster com OVA.
Logo, com este novo delineamento experimental, buscamos neste momento por
respostas enfocando a terceira hipotese discutida acima, ou seja: a avaliagdo de
parametros de imunidade adaptativa (agora nao apenas os linfécitos) na vigéncia do

desafio imune (asma experimental induzida por OVA).

7.3 Inflamacéo alérgica pulmonar — asma OVA-induzida

No presente trabalho, verificou-se uma reducgéo significante no numero de
células totais no lavado broncoalveolar (BAL) dos animais de todos os grupos
experimentais (EC, CE e EE); correlacionado as diminuigcbes nas contagens
diferenciais de macrofagos, linfécitos, neutrdfilos e eosinofilos, em relacdo aos
animais do grupo controle (CC). Esses resultados sugerem um quadro inflamatorio
pulmonar de menor severidade em decorréncia da imposi¢gdo dos animais aos
estressores pré e/ou pods-natais.

Observou-se, também, um aumento significante do leucograma sanguineo
total nos animais dos grupos estressados pos-natalmente (CE e EE) em relagédo aos
animais do grupo controle (CC) e do grupo Basal, sugerindo uma menor mobilidade
dos leucdcitos deste compartimento para o alvo inflamatério. Além disso, o
percentual de células inflamatdrias implicadas na asma experimentalmente induzida
nos animais dos grupos experimentais (EC, CE e EE), como eosindfilos e neutrdfilos
circulantes, apresentou-se significantemente diminuido em comparagdo aqueles
observados nos animais do grupo controle (CC), assemelhando-se os achados dos
grupos EC, CE e EE, por sua vez, aos animais do grupo Basal. Como consequéncia,
encontramos uma significante diminuicdo percentual dos linfocitos circulantes dos
animais do grupo controle (CC) em comparagao aos animais do grupo Basal (note-
se a diminuicao relativa, devido ao aumento no percentual de células inflamatdrias);
bem como um aumento significante destas células (semelhante a contagem
observada nos animais nao inflamados) em todos os grupos estressados (EC, CE e

EE) em relagao aos animais do grupo controle (CC).
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Quanto a contagem total de células hematopoéticas medulares, todos os
grupos induzidos a inflamacgao alérgica pulmonar (CC, EC, CE e EE) apresentaram
aumento significante das mesmas em relagdo ao grupo basal; sugerindo esses
achados que o quadro asmatico OVA-induzido foi efetivo em gerir a produgéo de
citocinas e de outros mediadores (como fatores estimuladores de colbénias), que por
sua vez estimularam a hematopoiese. Nao obstante, os resultados deste
experimento indicaram um aumento significante do numero de células na medula
O0ssea dos animais estressados em relagdo aos animais controles (CC). Apontando,
esse fato, uma menor mobilizagdo imune deste compartimento para o foco
inflamatorio, apenas nos animais estressados em relacdo aos do grupo controle
(CC), como demonstram os demais resultados.

Finalmente, apesar de se tratar de dados qualitativos, a analise
histopatolégica pulmonar sugere a eficiéncia em todos os grupos estudados do
modelo empregado para a indugao da resposta alérgica inflamatéria pulmonar. As
fotomicrografias ilustrativas deste experimento evidenciam um intenso infiltrado
imune, inclusive com marcante presencga de eosindfilos, nos pulmdoes.

Tomados em seu conjunto, os dados sugerem que, a variavel “estresse”,

atue prevenindo o agravamento do quadro inflamatério pulmonar.

Ora, como ja discorrido na parte introdutériaquando abordamosa asma,
diversos autores sugerem a implicagdo de estressores como fatores para
desencadeamento ou agravamento da inflamacao alérgica pulmonar, sejam eles
pré-natais (VON HERTZEN, 2002; HOLT, 1999; NOGUEIRA et al., 1999) ou pos-
natais (LIGEIRO DE OLIVEIRA et al, 2008; CHEN e MILLER, 2007; CHEN et al.,
2007; TILLIE-LEBLOND et al., 2005; LIGEIRO DE OLIVEIRA et al, 2004).

Segundo Chen e Miller (2007), ha um paradoxo tedrico na discussao do
paradigma estresse-asma. Como ja dito, as principais vias de responsividade a
estressores sédo o eixo HPA e o SNAS, ou seja, a liberagéo de glicocorticoiodes e de
adrenalina e noradrenalina. Assim, num contexto de asma, teriamos, ao menos,
teoricamente: altos niveis de corticoides que atuariam inibindo o processo
inflamatério e também wuma ativacdo adrenérgica que atuaria gerando
broncodilatagdo (receptores B, adrenérgicos). Nesse sentido, os glicocorticoides e

analogos da adrenalina com agao (3, adrenoceptore sdo aplicados na clinica como
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farmacos usados no tratamento sintomatico da asma (CHEN e MILLER, 2007;
SEGERSTROM et al., 2004).

Outros trabalhos, no entanto, mostram a existéncia de uma correlagéo
positiva entre estresse e asma; essas publicagdes recentes que sugerem que pode
haver dessenbilizagdo ou down-regulation dos receptores que sao ativados pelos
horménios do estresse apds a exposicao repetida aos estressores, fato que, por sua
vez, culminaria na potenciagdo dos quadros asmaticos (CHEN e MILLER, 2007;
ROSEMBERG et al., 2007). Neste contexto, parece que as B-arrestinas (moléculas
que se ligam intracelularmente a proteina G) sdo as principais responsaveis pela
diminuicdo de receptores a membrana celular e, portanto, potenciagdo do quadro
asmatico. Uma vez que o GPCR (receptor acoplado a prot. G) é ativado,
desencadeia-se uma cascata de eventos bioquimicos que culminam na ligagcéo
intracelular de B-arrestina ao receptor e, este evento acarreta a internalizagdo do
mesmo (GUREVICH e GUREVICH, 2006).

No caso especifico da asma, publicagbes recentes descrevem que as f3-
arrestinas estdo vinculadas aos receptores [»-adrenérgicos, ou seja, ha
internalizagdo destes receptores e, por conseguinte, menor capacidade a
broncodilatagdo mediados pela via adrenérgica (MA e PEI, 2007; PREMONT e
GAINETDNOV, 2007). Numa visdao ainda mais verticalizada, McGraw e
colaboradores (2006) demonstraram que os receptores para o mediador inflamatorio
prostaglandina E;, em seu subtipo EP¢, nas vias aéreas, formam um complexo
heterodimérico (oligdmero) com os receptores p,-adrenérgicos. Como consequéncia,
a ativacado pro-inflamatéria dos receptores EP;{ modularia uma modificacdo
conformacional dos B2AR, o que, por sua vez, diminuiria funcionalmente a
responsividade deste receptor através da interagdo com a proteina G (MCGRAW et
al., 2006), ou seja, amplificaria a sintomatologia asmatica pulmonar.

Contudo, os resultados obtidos neste trabalho sugerem que a exposigao ao
estressor, tanto pré quanto pos natal, atuaram prevenindo ou diminuindo de alguma
forma a migragéo celular durante o quadro asmatico. Para discussao destes dados,
precisamos, inicialmente, definir como se da a sensibilizagdo a um alérgeno, com a
consequente formacao de imunidade mediada por anticorpos se da para, entao,

analisarmos os resultados obtidos em nosso modelo.
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Simplificadamente: uma vez no organismo (inoculado ou inalado) o alérgeno
€ capturado por células dendriticas (DCs) sendo por estas, processado e
apresentado as ceélulas T auxiliares (Th — helper) (LEMANSKE, 2001). As células Th4
em geral iniciam e coordenam as respostas imunes celulares através de citocinas
como IL-2 e IFN-y. Em contraste, as células Th, promovem através de citocinas
como IL-4, IL-5 e IL-13 a proliferacdo clonal e a diferenciacdo dos linfécitos B a
plasmdcitos (produtores de anticorpos — IgE), que passam a orquestrar a resposta
tipica @ asma (CHEN e MILLER, 2007).

Neste sentido, a marcante diferenga de nosso modelo, € que empregamos a
variavel estresse pds-natal imediatamente antes da imunizagédo, enquanto a imensa
maioria dos dados da literatura considera o estressor antes dos desafios
desencadeadores da resposta inflamatéria em animais previamente imunizados.

Discutindo a relacdo “exposicdo ao estressor x eixo neuroimune”
encontramos em diversas publicagbes que a exposigdo aguda a um estressor,
através principalmente de seu mediador imediato (a NE), propicia o denominado
“eustresse”. Ora, analisemos o cenario evolutivo darwiniano das respostas a um
estressor agudo (exposi¢cdo ao predador, por exemplo): a ativagdo adrenérgica
expressiva acarreta as modificagdes fisiolégicas de midriase, sudorese, aumento da
capacidade cardio-respiratoria, etc.; culminando no classico modelo de “luta ou fuga”
descrito por Cannon e Selye. Mas como estaria a atividade do sistema imune frente
a esta mesma ativagdo adrenérgica? De nada adiantaria lutar ou fugir de um
predador e vir a Obito horas mais tarde de infeccao decorrente de patégenos
inoculados justamente por escoriagdes oriundas do processo de “luta ou fuga”.
Dentro desta logica, parece obvio imaginar que ha, dentro deste contexto imune
inflamatdrio vinculado a patdégenos, um balango Th4-Thy voltado a imunidade inata
(Th4), o que desfavorece o contexto alérgico (Thy).

Por outro lado ha de pontuar que empregamos previamente a imunizagéo e
ao booster uma exposicao por 2h ao estressor, 0 que sugere ja haver neste periodo
aumento dos niveis séricos de corticosterona. Ha muito tempo ja se discute que os
glicocorticéides sdo habeis em inibir a producéo de IL-12 em mondcitos humanos e,
aumentar a capacidade de sintese IL-4 por parte de linfécitos T CD4+ (BLOTTA et
al., 1997; LARSSON e LINDEN, 1998). Visto que IL-12 atua aumentando a produgéo
de IFN-y nas células T e NK (HOLT, 1999), esta inibicAo mediada pelos

glicocorticéides da producgao de IL-12 é considerada o maior mecanismo pelo qual
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eles induem o balango em dire¢cao a Thy (TRICHIERI, 1995; DEKRUYFF et al,
1998).

Porém, lembremos da ordem “cronolégica” dos eventos que culminam na
formagdo de imunidade adaptativa a um alérgeno. Primeiro ha o reconhecimento
pelas DCs do alérgeno, para s6 entdo, haver a participagdao das células T. Neste
sentido, um estudo de Mainali e Tew demonstrou com detalhes que os
corticosterdides podem influenciar a apoptose de DCs ou ainda interferir com o
estagio de maturagdo destas células (MAINALE e TEW, 2004). Neste sentido,
podemos sugerir que no momento da sensibilizagdo ao alérgeno (OVA) o estresse
do metrdé de NI tenha levado a um aumento dos niveis de corticosterona e, que este
aumento, poderia ter alterado tanto a maturagdo das DCs como a meia-vida das
mesmas.

Assim sendo, sugerimos que o ponto-chave desta discussao centra-se no
papel do estressor pds-natal como atenuante do processo de formacado de
imunidade adaptativa frente ao alérgeno.

Mas e o que dizer sobre o papel do estressor pré-natal?

Diversos estudos apontam que o estresse pré-natal crénico propicia uma
sustentagdo excessiva da secrecao de corticosterona, afetando especialmente o
balanco Th¢-Thy e, assim, aumentando a susceptibilidade pds-natal a asma e a
atopia em individuos geneticamente predispostos (LEENA e VON HERTZEN, 2002).
Estes fatos estariam, por sua vez, associados a diminuida capacidade fetal de
producdo de IFN (HOLT, 1999; PRESCOTT et al., 1999).

Neste sentido, existem crescentes provas de que o desenvolvimento do
sistema imune do feto é controlado pela imunidade materna, e que o resultado desta
interagcao feto-maternal tem um forte impacto sobre a aocorréncia de alergias na vida
adulta da prole. Foi demonstrado que alérgenos especificos de células T ja estédo
presentes ao nascimento (KOPP et al., 2001) e que o risco de desenvolver alergias
esta inversamente associado a capacidade do feto em secretar IFN-& durante a
estimulagcao mitogénica de seus leucocitos esplénicos (GEREDA et al., 2000). Uthoff
et al. (2003) demonstraram que exposi¢ao ao alérgeno durante a gravidez tem um
forte impacto na sensibilizagcdo alérgica da prole. Segundo estes autores, pode-se
distinguir a relagdo feto-maternal imune entre efeitos pré-alérgicos das células T
CD4+ maternas e efeitos imuno-supressores mediados via anticorpos maternos

alérgeno-especifico IgG.
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Entretanto, novamente recaimos sobre o possivel papel do estressor nas
DCs; o estudo in vitro de Mainali e col. (2005) indicou que as DCs presentes no
corddo umbilical eram sensiveis a dexametasona. Resumidamente, os autores
demonstraram que a adigdo de dexametasona a culturas de pré-DCs obtidas do
cordao umbilical, foi capaz de aumentar a apoptose destas células, suprimir sua
diferenciagao a células CD1a+, inibir a expressdo de CD86 reduzindo, por sua vez,
a subsequente expressdao de CD83, suprimir a secrecdo de IL-6 e, aumentar a
secrecao de IL-10 e ainda, de reduzir a estimulacédo de células T mediada por DCs.
(MAINALLI et al., 2005).

Embora a discussao do paradigma Th¢-Th,, permeie as discussdes cientificas
acerca deste tema, ela comega a se tornar, se nao obsoleta, pelo menos superficial.
Isso porqué, as células do tipo T CD4+ (helper) sao tidas como células T efetoras e,
sua acgao € regulada por pelo menos 4 subtipos de células regulatérias: 1- células
Th; (secretam especialmente citocinas TGF-f e IL-10) (CHEN et al.,, 1994); 2-
células Tr e Trq (IL-10) (AKBARI et al., 2002; COTREZ et al., 2000);  3- células
CD4+CD25+ (TGF-B e IL-10) (SHIMIZU, et al., 2002; JONULEIT et al., 2001;
SAKAGUCHI et al., 1995; POWRIE et al., 1994) e, 4- células NKT (IFN-q, IL-4 e IL-
13) (WILSON e DELOVITCH, 2003; HELLER et al., 2002; WILSON et al., 1998).

Note-se que, nos trés primeiros subtipos celulares de Treg descritos, a
citocina IL-10 aparece como recorrente (esta presente em todas as 3 modalidades
celulares). Somado a isto, o estudo de Mainali e col. demonstrou também, que um
aumento dos niveis de corticéides € capaz de produzir um aumento desta citocina na
ma&e interferindo com o feto.

Discutindo o papel da IL-10 no contexto de estresse pré-natal, sabe-se que
esta citocina é detentora de propriedades regulatorias supressivas, isto é, capaz de
tornar anérgicas as células T efetoras (no caso, T helper). Isto significa que atua
fisiologicamente inibindo a formagao de quadros autoimunes. Inicialmente, as células
T regulatorias e suas citocinas eram estudadas apenas no contexto de tolerancia a
autoimunidade; contudo, descreve-se hoje em detalhes que esta indugdo de
tolerancia imune IL-10-dependente deva ocorrer igualmente na periferia (extra-timo),
em especial em termos de responsividade a antigenos dos tratos respiratério e

intestinal. De fato, encontram-se nestes locais uma infinidade de antigenos nao
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patogénicos (justamente, inibicdo de desenvolvimento de alergias respiratérias ou
intestinais) (ABKARI et al., 2002).

Logo, parece-nos plausivel supor que, 0 mecanismo de indugao de toleréncia
mediado pela IL-10 possa ser afetado pelo estresse devido ao fato das células T
regulatorias apresentarem tanto receptores adrenérgicos quanto aos corticoides e
uma acao como esta poderia modular de forma diferenciada a ativacdo destas
células, com consequente influéncia sobre as células efetoras.

Fora deste contexto, descrevemos previamente a existéncia de células T
regulatorias denominadas NKT, cuja atuacédo se da por IFN-a, IL-4 e IL-13. Outra
hipotese corrente na literatura acerca da asma sugere que o aumento da produgao
destas citocinas induzia a diferenciacdo de células T naive para Thy, o que
propiciaria o quadro asmatico (ABKARI et al., 2003). Apesar do papel exato destas
células ainda n&o ser conhecido no processo asmatico, alguns estudos tém
demonstrado que suas citocinas IFN-a, IL-4 e IL-13 sdo indispensaveis para
determinar a severidade do quandro inflamatério (HERRICK e BOTTOMLY, 2003;
BROWN et al., 1996).

Considerando os dados acima apresentados, apesar de ndo termos ainda
dosado as citocinas, um ponto interessante para a discussao de nossos resultados
advém de estudos recentes que demonstraram que células dendriticas (DCs)
presentes nos linfonodos bronquicos de camundongos expostos a alérgenos
respiratorios sao capazes de secretar IL-10, a qual atuaria neste contexto como
molécula inibitéria, bloqueando o desenvolvimento da asma (ABKARI et al., 2003;
ABKARI et al., 2002).

Reunindo a discussdo de todos estes dados no caso especifico da
inflamacéao alérgica-pulmonar OVA induzida, dados da literatura tém demonstrado
que apos a exposicdo ao antigeno por trés dias consecutivos (como em nosso
modelo), poderia haver hiporesponsividade das células T, associada ao
desenvolvimento das células Tr. Demonstrou-se, que a producdo de IgE OVA-
especifica é reduzida apds os trés dias consecutivos de exposi¢cao antigénica,
embora a produgao de 1gG4 e IgGoa tenha aumentado; indicando um desvio ou split
de tolerancia (TSITOURA et al., 1999). Em continuidade, esse estudo demonstrou
que essa tolerdncia respiratéria ou desvio imune a OVA, inibiu muito
significantemente o desenvolvimento subsequente da inflamacédo das vias aéreas
(TSITOURA et al., 2000).
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Assim, entendemos que estudos mais verticalizados acerca das diferentes
populacgdes de linfocitos e suas respectivas citocinas e anticorpos, implicadas no
modelo por nés estudado precisam ser realizados, uma vez que eles poderéo ajudar

na compreensao de nossos resultados.

Porém, €& de relevancia lembrar que os animais dos grupos experimentais
(EC, CE e EE) apresentaram uma menor contagem total de leucocitos no BAL em
relacdo aos do grupo controle (CC), alem de menor contagem diferencial destas
células no tocante ao perfil inflamatdrio. Nao obstante, encontrou-se no leucograma
sanguineo total dos animais dos grupos estressados péds-natalmente (CE e EE) um
maior numero de células, e de perfil com maior numero de linfécitos, assim como
nos animais do grupo basal. Logo, a presenga do estressor neste contexto, parece

ter interferido com o transito destas células para o foco inflamatério.
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8 CONCLUSOES

Os dados obtidos sugerem que:

1) a aplicagao de estresse pré-natal empregado (choques as patas no tergo

final gestacional), seja incapaz de alterar os parametros reprodutivos e gestacionais;

2) as variaveis estresse pré e/ou pds-natal (por choques inescapaveis nas
patas), ndo modularam os parametros imunes analisados: peso relativo das
adrenais, celularidade da medula 6éssea, subpopulagdes de linfécitos por
fenotipagem, viabilidade de linfécitos periféricos ou proliferacdo de linfécitos-

esplendcitos em cultura celular;

3) a NE modulou (aumentando) a proliferagao de linfocitos esplénicos;

4) o modelo do “estresse do metrd de NI” aplicado no periodo pds-natal foi
também capaz de produzir, em camundongos, uma redistribuicdo celular, do sangue

para outros compartimentos imunes;

5) os estressores aplicados nos periodos pré e/ou pds natais, reduzem a

resposta alérgica pulmonar OVA-induzida.

Tomados em seu conjunto e analisados através de uma perspectiva
neuroimune, os presentes resultados sugerem que a aplicagado de estressores nos
periodos pré e/ou poés-natal produzam efeitos significativos sobre a atividade de
linfécitos. Estes efeitos, no entato, variam conforme o modelo de estresse

empregado e o tipo de desafio imune analisado.
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Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica
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Baixar livros de Meio Ambiente
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Baixar Monografias e TCC
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Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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