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Resumo 

Algumas evidências indicam que a ativação imune aguda com LPS no 

período neonatal modifica diversos processos fisiológicos, comportamentais e a 

resposta a doenças na idade adulta, os quais são modulados pelo tempo de 

exposição, sexo e estímulo imunológico. Este trabalho investigou os efeitos 

comportamentais no sistema imune da exposição da prole feminina e masculina de 

ratas ao LPS (50µg/kg) administrado no 2º dia de vida pós-natal, que receberam na 

idade adulta um desafio com a mesma endotoxina (100µg/kg). Empregaram-se 

modelos animais ligados à emocionalidade/exploração, ansiedade e depressão e 

analisaram-se os níveis de corticosterona plasmática, o leucograma, células 

hematopoiéticas medulares e os níveis de citocinas no sangue, baço e linfonodos 

após o desafio com LPS. Os resultados mostraram que, de uma forma geral, a 

administração neonatal de LPS alterou o dimorfismo sexual nos modelos 

comportamentais estudados após o desafio com a endotoxina, na celularidade 

sanguínea e medular bem como nos níveis de citocinas. Estes resultados sugerem 

que a ativação precoce do sistema imune por LPS promove comportamento doentio 

e menor ansiedade em fêmeas e não em machos. Por outro lado, ratos machos do 

grupo experimental não apresentam comportamento doentio, e menores sinais de 

ansiedade e depressão. A análise do número de total de leucócitos circulantes e no 

número total de células da medula óssea indicou que houve aumento significante em 

ratos machos do grupo experimental com relação àqueles do grupo controle. Não 

houve alterações nestes parâmetros nas fêmeas de ambos os grupos. Em relação à 

dosagem de citocinas no linfonodo as fêmeas expostas neonatalmente ao LPS 

secretaram mais IL-1ß que machos de mesmo tratamento e muito mais que fêmeas 

que não foram tratadas neonatalmente com LPS; resultados similares foram vistos 

quando da dosagem de TNFa porém sem significância estatística. No baço não 

foram observadas alterações entre os grupos nos níveis de IL -1ß, porém, fêmeas 

tratadas neonatalmente secretaram mais TNFa que fêmeas e machos dos grupos 

não tratados neonatalmente; em machos tratados neonatalmente houve menor 

secreção de TNFa neste local. No soro verifica-se que existe dimorfismo sexual nas 

secreções de IL-1ß e TNFa. O tratamento com LPS na idade adulta aumentou a 

secreção de IL-1ß em relação aos machos de grupo de mesmo tratamento. Estes 

dados permitem sugerir que a exposição em período precoce da vida ao LPS em 
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fêmeas promove maior comportamento doentio, menor ativação do eixo 

hipotalâmico-hipofisário-adrenal, maiores níveis de IL-1ß no soro e linfonodos e 

nenhuma alteração na celularidade avaliados, o que corrobora com a redução neste 

grupo dos níveis de corticosterona. Em machos a administração neonatal de LPS 

seguida, na idade adulta, do desafio imune não promoveu comportamento doentio 

no campo aberto, não alterou a ansiedade no labirinto em cruz elevado e reduziu a 

depressão no modelo de natação forçada.  Por outro lado observou-se nestes 

animais redução significante na celularidade sanguínea e medular e redução na 

secreção de TNFa no baço.  

Palavras chaves: Lipopolissacarídeo, depressão, ansiedade, atividade geral, 

dimorfismo sexual, imunidade. 
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Abstract 

Some evidence indicates that acute immune activation with LPS in the neonatal 

period alters several physiological processes, behavior and response to diseases in 

adult age, which is modulated by the exposure time, gender and immune stimulation. 

This study investigated the dimorphic behavioral and immune effects of female and 

male offspring exposure to LPS (50µg/kg) administered on day 2 of postnatal life. In 

addition, these rats received in adulthood a challenge with the same endotoxin 

(100µg/kg). The open field , plus maze and swimming behavioral tests were 

employed to investigate the sexual dimorphic effects of LPS perinatal exposure in 

adult rats.  Also, the corticosterona plasma levels, the leucogram and bone marrow 

hematopoietic cells as well as the cytokine levels in the blood, spleen and lymph 

nodes after challenge with LPS were analyzed. Results showed that, in general, 

perinatal LPS administration altered the sexual dimorphism in the behavioral patterns 

studied after challenge with endotoxin, the sexual dimorphism of the blood and bone 

marrow cellularity and the levels of cytokines. These results suggest that early 

activation of the immune system by LPS promotes sickness behavior and less 

anxiety in females rather than males. Moreover, experimental male rats did not 

presented sickness   behavior, but les anxiety and depression. The analysis of the 

total number of leukocytes and the total number of bone marrow cells indicated that 

there was a significant increase in experimental male rats relative to those in the 

control group. There were no changes in these parameters in females of both groups. 

In relation to the cytokines levels in lymph, females exposed perinatally to LPS 

secreted more IL-1ß than males of the same treatment and more than females who 

were not treated perinatallly  with LPS;  similar results were seen in the  TNFa levels 

, but the data did not reach  statistical significace . In the spleen, no changes were 

observed between groups in the IL-1ß levels. However, experimental females 

challenged in adult age secreted more TNFa than females and males of the groups 

not treated perinatally; Experimental males had lower secretion of TNFa on this site. 

It was also observed a sexual dimorphism IL-1ß and TNFa secretion in serum. 

Treatment with LPS in adulthood increased the secretion of IL -1ß compared to males 

of the same treatment group. These findings suggested that exposure in the early 

stages of life to LPS in females promotes greater sickness behavior, less activation of 

the hypothalamic-pituitary-adrenal axis, higher levels of IL -1ß in serum and lymph 
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nodes and no change in cellularity assessed, which confirms the reduction in this 

group the levels of corticosterone. In males the neonatal administration of LPS then 

into adulthood, the immune challenge did not produced sickness behavior in the 

open field, did not alter the anxiety in the elevated plus-maze and reduced the 

depression in the forced swimming model. On the other hand it was observed in 

these animals a significant reduction in blood and bone marrow cellularity and a 

reduction in the secretion of TNFa in the spleen. 

 

Key words: Lipopolysacharide, depression, anxiety, general activity, sexual 

dimorphism, immunity.  
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INTRODUÇÃO 

1.1. Depressão 

A depressão é uma doença conhecida de longa data pelos seres humanos, 

era chamada de melancolia pelos antigos gregos e já era relacionada a um mau 

prognóstico quando associada às outras doenças como, por exemplo, o câncer 

(BERRIOS, 1988). É uma condição relativamente comum (WARAICH et al., 2004) de 

curso crônico (MUELLER et al., 1999) e recorrente (KELLER, M. B. et al., 1992; 

KELLER, S. et al., 2003).   

Estima-se que mais de 15% de todos os adultos irão experimentar um 

episódio de depressão maior em algum momento de suas vidas (REGIER et al., 

1993; KESSLER et al., 1994). O suicídio é estimado em ser a causa da morte de até 

15% dos indivíduos com transtorno depressivo maior e, além de suicídio, a saúde e 

muitos outros efeitos nocivos relacionados à doença são cada vez mais 

reconhecidos (MUSSELMAN et al., 1998; SCHULZ et al., 2000).  

Longe de ser uma doença apenas de manifestações psicológicas, o 

transtorno depressivo é uma doença sistêmica com deletérios efeitos sobre múltiplos 

órgãos (MUSSELMAN et al., 1998; SCHULZ et al., 2000). Pacientes com doenças 

clínicas e depressão têm maior risco de não aderirem às recomendações médicas 

(DIMATTEO et al., 2000; KATON et al., 2001). Depressão e ansiedade parecem 

ainda aumentar a percepção de sintomas físicos inexplicáveis (KATON et al., 2001). 

Ainda assim a depressão segue sendo subdiagnosticada e subtratada. Entre 30 e 

60% dos casos de depressão não são detectados pelo médico clínico em cuidados 

primários (RONALDS et al., 1997; KESSLER et al., 2003; WARAICH et al., 2004). 

As crises recorrentes de episódios depressivos levam a um aumento da taxa 

de problemas afetivos, conjugais, desagregação familiar, desemprego, incapacidade 

de progredir na carreira e consequente dificuldades financeiras. Os custos 

associados com a incapacidade e morte prematura relacionadas a esta doença 

representam um ônus econômico de dezenas de bilhões de dólares anualmente aos 

Estados Unidos (RAO et al., 1989; GREENBERG et al., 1999). De acordo com o 

Global Burden of Disease Study, os transtornos de humor estão entre as principais 
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causas de incapacidade no mundo atualmente (MURRAY; LOPEZ, 1997). Apesar do 

impacto devastador que esta doença gera na vida de milhões de pessoas em todo o 

mundo, ainda há falta de conhecimentos sobre sua etiologia e fisiopatologia 

(SOLOMON et al., 2000).  

Atualmente especula-se se o aumento desta doença estaria relacionado ao 

estresse da vida moderna, pois verifica-se que as taxas de prevalência dos 

transtornos de ansiedade e depressão são mais ou menos as mesmas em muitos 

países diferentes, apesar de diferenças ambientais, culturais e sociais sendo então 

atribuídas principalmente a causas culturais ou psicossociais.  Se este fosse o caso, 

determinantes neurobiológicos que são distribuídos estatisticamente entre todas as 

pessoas, independentemente do seu meio sociocultural, também deveriam ser vistos 

como um relevante fator etiológico (KENDLER et al., 1987; LEPINE, 2001; 

NARROW et al., 2002).  

Como descrito por Hastings et al. (HASTINGS et al., 2004) diversos distúrbios 

neuroanatômicos e bioquímicos foram encontrados em indivíduos que sofrem de 

diferentes tipos de transtornos psiquiátricos, entre eles a depressão. As principais 

alterações neuroanatômicas implicadas nos transtornos de humor podem ser 

divididas em dois grupos: as anormalidades cerebrais generalizadas que se 

caracterizam por atrofia cerebral (medidas ventriculares, medidas sulcais, volume 

cerebral) e lesões da substância branca e as anormalidades cerebrais regionais das 

regiões corticais, subcorticais (tálamo, amígdala e hipocampo, gânglios da base), 

estruturas da fossa superior (cerebelo) e outras (eixo hipotalâmico-hipofisário-

adrenal, núcleo supraquiasmático e lateralidade das lesões anatômicas) (SOARES; 

MANN, 1997; LACERDA et al., 2004). A depressão unipolar parece associar-se a 

anormalidades no lobo frontal (particularmente no córtex pré-frontal subgenual), 

gânglios da base (especialmente estriado), cerebelo e complexo amígdala/ 

hipocampo. (SOARES; MANN, 1997) .  

No entanto a teoria da hipótese monoaminérgica da depressão propõe que a 

doença seja consequência da menor disponibilidade de aminas biogênicas 

cerebrais, em particular de serotonina, noradrenalina e/ou dopamina. Ela baseia-se 

no conhecimento do mecanismo de ação dos antidepressivos que aumentam a 
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disponibilidade desses neurotransmissores na fenda sináptica, quer seja pela 

inibição de suas recapturas, ou pela inibição da enzima responsável por suas 

degradações (inibidores da monoaminoxidase). (STAHL, 2002).  

Em 1991, Smith (SMITH, R. S., 1991) propôs a teoria macrofágica da 

depressão. Considerando os efeitos potentes de citocinas pró-inflamatórias como a 

IL-1 no cérebro e a associação entre os estados patológicos da alteração 

imunológica e depressão, Smith postulava que a secreção excessiva de IL -1 e 

outros produtos de macrófagos estariam envolvidos na patogênese da depressão.  

Foi sugerido então que os déficits de comportamento, anormalidades nas 

monoaminas centrais, e ativação do eixo hipotalâmico-hipofisário-adrenal (HPA) 

observados na depressão estariam associados com alterações na função imune 

(ANISMAN, 2009; KHAIROVA et al., 2009; MILLER, A. H. et al., 2009). 

O paciente deprimido apresenta distúrbios do sono, diminuição de apetite, 

perda de peso ou ganho de peso, perda do prazer ou interesse e humor deprimido 

(TAKADA et al., 2009) que se assemelham bastante às características 

comportamentais observadas em animais apresentando comportamento doentio. 

A depressão foi descrita por Hipócrates no século I AC como um desbalanço 

entre os quatro líquidos corpóreos – sangue, fleuma, bile amarela e bile negra – cujo 

excesso causaria a melancolia, termo então usado para depressão. Transtornos 

psicológicos refletindo processos físicos, portanto, já foram relacionados na 

antiguidade (MILLER, E. J.; CHUNG, 2009). 

 

1.2. Ansiedade 

A ansiedade é tida como uma função normal e adaptativa. Inúmeras 

pesquisas no campo da ansiedade têm mostrado que as raízes biológicas da 

ansiedade encontram-se nas reações de defesa que os animais exibem em resposta 

a diferentes estímulos em situações de perigo (SANDFORD et al., 2000). Sua 

expressão envolve alterações comportamentais, psicofisiológicas e cognitivas 

(CAROBREZ et al., 1983; GRAEFF, 1994). Ao contrário do medo, que se manifesta 
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em situações em que o perigo é iminente, a ansiedade se manifesta em situações 

onde o perigo é apenas potencial e incerto (CAROBREZ et al., 1983; RODGERS; 

DALVI, 1997; LANG et al., 2000).  

A ansiedade e o medo passam a ser reconhecidos como patológicos quando 

são exagerados, desproporcionais em relação ao estímulo, ou qualitativamente 

diversos do que se observa como norma em uma determinada faixa etária e 

interferem com a qualidade de vida, o conforto emocional ou o desempenho diário 

do indivíduo, tais reações exageradas ao estímulo ansiogênico se desenvolvem, 

mais comumente, em indivíduos com uma predisposição neurobiológica herdada 

(ROSEN; SCHULKIN, 1998).  

Muitos neurotransmissores parecem estar envolvidos na gênese e modulação 

da ansiedade, entre eles a noradrenalina, a serotonina, a dopamina, o ácido gama 

aminobutírico (GABA), a glicina, os aminoácidos excitatórios, o hormônio 

hipotalâmico de liberação de corticotrofina (CRH), a corticosterona e a 

colecistocinina, entre outros neuropeptídeos (BEHAN et al., 1996; MILLAN, 2003; 

MILLAN; BROCCO, 2003). Atualmente, existem várias evidências de que os 

neuropeptídeos desempenham um papel importante na modulação do estado de 

ansiedade (HARRO et al., 1993; WETTSTEIN et al., 1995; TEIXEIRA et al., 1996; 

STROHLE et al., 1997; RIBEIRO; DE LIMA, 1998; RUPNIAK et al., 2000). 

Estudos animais sugerem que reações análogas ao medo humano são 

mediadas e integradas por substratos neuroanatômicos localizados no sistema 

límbico (KOPCHIA et al., 1992; YADIN et al., 1993; GRAEFF, 1994; SANDERS et 

al., 1995; AGUIAR; BRANDAO, 1996; SANDFORD et al., 2000). Dois conceitos 

fundamentais ajudam a compreender a anatomia funcional da ansiedade. Os 

circuitos neurais relacionados com a ansiedade são organizados em diferentes 

níveis, refletindo as diferentes demandas do processo cognitivo. Respostas 

automáticas são mediadas por áreas da região inferior do encéfalo, como a 

substância cinzenta periaquedutal (PAG), acima dessa área estão os níveis 

intermediários (amígdala e sistema septohipocampal) e as regiões corticais (córtex 

paralímbico) que gerenciam respostas com uma demanda maior de cognição. 

(SANDFORD et al., 2000). Porém, estas regiões mantêm diversas conexões umas 

com as outras. 
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 A PAG recebe aferências descendentes do sistema límbico e do córtex 

paralímbico; sua estimulação pode desencadear respostas de luta ou fuga e ainda 

variações na pressão arterial e nos batimentos cardíacos (GRAEFF et al., 1993). O 

locus coeruleus, um núcleo noradrenérgico localizado na ponte, envia eferências 

para o córtex, áreas límbicas e tálamo (ASTON-JONES et al., 1996) e sua 

estimulação farmacológica ou eletrofisiológica também desencadeia respostas 

características de um quadro de ansiedade (KOCSIS et al., 1985). O hipotálamo 

recebe aferências do locus coeruleus e do sistema límbico e desempenha um papel 

importante nas respostas endócrinas da ansiedade através da sua participação no 

eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA). A amígdala ou processo amigdalóide tem 

muitas comunicações com córtex cerebral, tálamo, lócus coeruleus, estriado, 

mesencéfa lo e tronco cerebral e ainda, recebe eferências da PAG e do hipotálamo e 

através desta rede, a resposta fisiológica é mediada. Juntamente com o hipocampo, 

a amígdala também exerce importante função na regulação do eixo HPA.  

Tendo em vista que o estresse pode ser um potente causador de transtornos 

da ansiedade, as estruturas amígdala e hipocampo regulam o sistema hipotálamo-

hipófise-adrenal, a primeira estimulando e a segunda suprimindo as respostas deste 

sistema (DREVETS et al., 2008). 

 

cerebellum

 
 
Figura 1 - Sistema Límbico (A) Vista lateral do Córtex (B) Visão de corte sagital através da linha 
média. NAc,  núncleo accumbens; OFC, córtex orbital frontal; PAG, substância cinzenta 
periaqueductal, VTA, área ventral tegmental . Retirado de Martin (MARTIN et al., 2009) 

 

 

A maneira prática de se diferenciar ansiedade normal de ansiedade 

patológica é basicamente avaliar se a reação ansiosa é de curta duração, auto 
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limitada e relacionada ao estímulo do momento ou não. Quando patológica pode ser 

caracterizada por sentimentos de temor acompanhados por sinais somáticos de 

hiperatividade do sistema nervoso autônomo, nervosismo, tremores, tensão 

muscular, sudorese, sensação de cabeça leve, palpitações, tonturas e desconforto 

epigástrico (WEISBERG, 2009).  

Estima-se que ¼ da população geral já sofreu de algum transtorno de 

ansiedade   (WEISBERG, 2009). Transtornos de ansiedade são o grupo de 

transtornos psiquiátricos mais prevalentes, com uma prevalência estimada ao longo 

da vida de 28,8% e uma prevalência estimada em 12 meses de 18,1% na população 

geral (KESSLER et al., 2005a; KESSLER et al., 2005b). 

 Este transtorno atinge em sua maioria mulheres. Conforme estudo 

populacional realizado nos EUA, Kessler et al. (KESSLER et al., 1994) relata que 

enquanto a prevalência de vida é de 3,6% para o sexo masculino, este índice é de 

6,6% para as mulheres. Resultados mostrados na revisão de Kessler (KESSLER, 

2000) suportam a idéia de que o transtorno da ansiedade generalizada pode ser 

considerado um dos maiores problemas de saúde pública, pois sua capacidade de 

incapacitar é considerável à encontrada nos casos de depressão maior.  

As manifestações psicológicas e fisiológicas da ansiedade têm sido 

extensamente estudadas, mas os mecanismos biológicos envolvidos na sua 

regulação ainda não foram completamente esclarecidos. 

 

 

1.3. Sistema Imune e Sistema Nervoso Central 

A descoberta de vias funcionais bilaterais existentes entre os sistemas 

imunológico e neuroendócrino foi uma das mais fascinantes para melhor 

compreensão da regulação do equilíbrio homeostático dos organismos vivos 

desafiados por antígenos (ROSAS-BALLINA; TRACEY, 2009) . 

A relação do sistema neuroendócrino e do sistema imune foi proposta 

inicialmente por Seyle (SEYLE, 1936) que descreveu o desenvolvimento de uma 

síndrome decorrente da exposição de um animal a um conjunto diversificado de 

estímulos nocivos, tais como a exposição ao frio, injúria tecidual, excesso de 

exercícios e intoxicações. Os achados de necroscopia característicos dessa 
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síndrome foram hipertrofia das glândulas adrenais, aparecimento de úlceras 

gástricas e atrofia de órgãos linfóides, como timo, baço e linfonodos. Devido à 

independência do estímulo empregado Seyle concluiu que, representavam uma 

resposta orgânica à injúria, denominando-os coletivamente de ‘síndrome de 

adaptação geral’, posteriormente chamada de estresse. Este foi o primeiro registro 

de que o sistema nervoso central (SNC) e o sistema imune (SI) apresentavam inter-

relações.  

Besendovisky na década de 70 avaliou as interações entre os SNC e SI. Em 

1975, este autor (BESENDOVISKY, 1975) demonstrou que a imunização de animais 

com diferentes antígenos induzia mudanças neuroendócrinas e de atividade no 

sistema nervoso central, propondo então, que os produtos originários de processos 

imune/inflamatórios agiriam sobre a atividade do SNC. 

 O comportamento doentio é resultado desta interação. Assim, inúmeros 

trabalhos da literatura revelam que as alterações comportamentais decorrentes de 

doenças não são resultados da doença em si, mas da ação de mediadores do 

processo inflamatório no sistema nervoso central (KELLEY et al., 2003; DANTZER; 

KELLEY, 2007a; YARLAGADDA et al., 2009).  

 Pode-se definir comportamento doentio como o conjunto de alterações 

comportamentais que acompanham grande número de processos patológicos que 

ocorrem aparentemente sem ligação fisiopatológica. Estes comportamentos 

modificados durante a doença, expressam-se por alterações no padrão do sono, 

perda aparente do interesse por atividades cotidianas e positivas, como a busca por 

alimento, perda do contato social, e do interesse sexual. Este estado de anedonia é 

então caracterizado pela falta de busca do prazer somada à incapacidade aparente 

de percebê-lo ou apreciá-lo (KENT et al., 1992a; KENT et al., 1992b). 

 Segundo Dantzer (DANTZER, 2001a), os sintomas do comportamento 

doentio juntamente com a febre e outras mudanças fisiológicas associadas à 

doença, são uma estratégia altamente organizada do ser vivo para combater a 

infecção  (HART, 1988). A febre (termogênese) associada á redução da perda de 

calor estimularia a proliferação de células do SI e produziria um ambiente 

desfavorável ao crescimento de muitas bactérias e vírus patógenos. Por outro lado, 
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o aumento da temperatura corporal exige grande atividade metabólica. Assim, na 

resposta inflamatória é necessário que haja sincronia entre os componentes 

metabólicos, fisiológicos e comportamentais do indivíduo. Os mediadores deste 

processo dependem de sinais moleculares mediados pelas citocinas inflamatórias as 

quais são liberadas pelos monócitos e macrófagos (KELLEY et al., 2003).   

 No início de 1980 as citocinas foram caracterizadas como moléculas de 

comunicação entre as células imunes e células endoteliais. O seu papel é 

fundamental na regulação da resposta imune e da coordenação da resposta do 

hospedeiro à infecção. Por seu papel na inflamação, citocinas são classificadas 

como citocinas pró-inflamatórias, como interleucina-1 (IL -1), IL-6 e fator de necrose 

tumoral (TNF), e anti-inflamatórias, como IL-4, IL-10 e IL -13 (OPAL; DEPALO, 2000).  

Citocinas no SNC estão envolvidas em diferentes mecanismos de regulação: 

início da atividade imune no SNC durante um processo inflamatório; regulação da 

barreira hematoencefálica; desenvolvimento de mecanismos de reparo após a lesão; 

regulação do sistema endócrino no eixo HPA; diferentes influências estimuladoras e 

inibidoras de neurotransmissores dopaminérgicos, serotoninérgicos, noradrenérgicos 

e colinérgicos.  As citocinas ativam as células do SNC de diferentes formas 

(ANISMAN; MERALI, 2003).  Em primeiro lugar, diversas citocinas como a IL -1ß, IL-

2, e TNFa , podem ser transportadas do sangue para o SNC por mecanismos de 

transporte ativo, como mostrado em estudos in vitro. Em segundo lugar, as células 

da glia secretam citocinas após a ativação de um desafio antigênico (VILCEK; LEE, 

1991; PLATA-SALAMAN; TURRIN, 1999; KRONFOL; REMICK, 2000).(GUTIERREZ 

et al., 1993) 

 Finalmente, foi relatado que a secreção de citocinas no SNC pode ser 

estimulada por neurotransmissores. Noradrenalina estimula a liberação de IL-6 de 

astrócitos in vitro de uma maneira dose-dependente, um efeito que pode ser 

antagonizado por bloqueadores dos receptores adrenérgicos. A IL -6 está 

intimamente ligada à função de outras citocinas (ex, IL -1, IL-2 e TNFa), este 

resultado indica que neurotransmissores podem ativar a cascata de citocinas 

(BENVENISTE, 1992; MERRILL; BENVENISTE, 1996) Isto representa 

possivelmente um mecanismo regulador que influi de maneira relevante na ativação 
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(auto-) imune ligada a distúrbios psiconeuroimunológicos, sugerindo que processos 

infecciosos estão relacionados com a etiologia dos distúrbios psiquiátricos (DUNN et 

al., 2005; MARQUES et al., 2007) .  

Já se demonstrou também que citocinas como a IL-1ß podem ser sintetizadas 

dentro do SNC, tendo ali importante papel em funções anteriormente descritas como 

exclusivas do sistema nervoso, como as modulações de emoções, de 

comportamentos e da memória. Estes mediadores agem no cérebro por diferentes 

vias. A primeira seria pela ativação de neurônios aferentes primários onde as 

reações inflamatórias ocorrem. A segunda via envolveria a difusão lenta de citocinas 

dos órgãos circuventriculares e plexo coróide para áreas críticas do cérebro como, 

por exemplo, o complexo amigdalóide (DANTZER, 2001a; b; ALLAN et al., 2005). 

A figura 2 ilustra o papel das citocinas no SNC e suas estruturas. Nota-se 

então que estas podem ser expressas por vários tipos de células logo após injúrias 

cerebrais, ou seja, células da glia, vasculares, neuronais e do SI.  Elas podem então 

ter ações em muitos aspectos da função do SNC, o que poderá contribuir para limitar 

ou expandir lesões neuronais subsequentes e determinar a sobrevivência ou não 

das mesmas (ALLAN; ROTHWELL, 2001). 
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Figura 2 – Efeitos gerais, vasculares, neuronais e na glia das  citocinas.  Caixas vermelhas = fatores que 

promovem a morte celular; Caixas Azuis = os fatores que promovem a sobrevivência da célula. Retirado de 

Allan e Rothwell (ALLAN; ROTHWELL, 2001)  

Basso et al. (BASSO et al., 2003)  mostraram aumento de marcação fos em 

áreas do SNC diretamente relacionadas com o comportamento ansioso e com a 

emoção (como o núcleo paraventricular do hipotálamo e o núcleo central da 

amígdala), após um único desafio oral com ovoalbumina (OVA) em camundongos, 

tornando-os alérgicos ao antígeno. Idêntico fato foi observado por Costa-Pinto et al. 

(COSTA-PINTO et al., 2005) após o uso de um antígeno intranasal (OVA) em 

camundongos OVA-sensibilizados.  

A ativação do sistema de resposta inflamatória envolve não só as alterações 

imunológicas e metabólicas, mas também alterações neuroendócrinas, tal como a 

hiperatividade periférica e central do eixo HPA (HANSEL et al., 2009). Os efeitos das 

citocinas sobre o sistema nervoso e o sistema endócrino fecham o ciclo entre o 

cérebro e o SI, o que indica que as interações neuroimunes são bidirecionais. As IL -

1 e IL -6 exercem potentes efeitos de aumento no eixo HPA (TURNBULL et al., 

1998). O controle central da secreção de glicocorticóides é regulado pelo núcleo 

paraventricular do hipotálamo (PVN) que, sob condições de estresse, secreta CRH 

que, por sua vez, induz a liberação do hormônio adrenocorticotrófico (ACTH) pela 

hipófise, resultando no aumento da produção de corticosterona na zona fasciculada 

da adrenal (PIHOKER et al., 1993; PACAK et al., 1995; FUKUHARA et al., 1996; 

JEZOVA et al., 1999). A corticosterona tem uma importância primária nos estados de 

estresse, influenciando o metabolismo celular e gerando uma mobilização de 

substratos energéticos necessários para a produção de respostas fisiológicas 

adaptativas à presença dos agentes estressores (PACAK; PALKOVITS, 2001; 

CHARMANDARI et al., 2005). A magnitude da resposta do eixo HPA ao estresse 

induzida pelo PVN, via liberação de CRH, é limitada por mecanismos neuronais e 

hormonais, para manter os níveis de corticosterona dentro de limites toleráveis 

(HERMAN; CULLINAN, 1997).  

O PVN parece ser o ponto crucial na regulação do eixo HPA (HERMAN; 

CULLINAN, 1997). A ativação do eixo HPA é considerada um dos principais 

indicadores de estresse (MARTI et al., 1999) e a corticosterona é o marcador mais 
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utilizado para caracterizar uma situação de estresse. Assim, foi observado um 

aumento significativo do CRH e de corticosterona em ratos submetidos à 

laparotomia e craniotomia, demonstrando que o processo inflamatório pós cirúrgico 

ativa o eixo HPA (DEKEYSER et al., 2000). Atualmente acredita-se que o estresse, a 

ansiedade e a depressão são processos inter-relacionados. O estresse está 

implicado na etiologia tanto da ansiedade quanto da depressão ou é consequência 

delas (CLAES, 2009).   

As reações imunes, mediadas por citocinas pró-inflamatórias são 

positivamente correlacionada com sintomas depressivos e com redução do feedback 

negativo do eixo HPA na depressão maior. Algumas citocinas pró-inflamatórias, 

como IL -1 podem induzir resistência aos efeitos dos hormônios glicocorticóides, 

influenciando a expressão do receptor de glicocorticóides (LEONARD; MYINT, 

2009).  

De fato, na depressão melancólica é descrito que há desregulação do 

retroalimentação negativa no eixo HPA levando à hipercortisolemia (GOLD et al., 

1988; NEMEROFF, 1996)   

A figura 3 ilustra o mecanismo de ação dos glicocorticóides  em células 

imunes tanto de maneira direta como  indireta  suprimindo a indução da resposta 

inflamatória.. Eles inibem a produção de citocinas pró-inflamatórias como IL -1ß e 

TNFa e ainda promovem a produção de citocinas anti -inflamatórias como IL -10 por 

macrófagos e células dendríticas. Promovem ainda a apoptose de macrófagos, 

células dendríticas e células T e inibem a resposta imune de interferão gama (IFN ?), 

células matadoras naturais (NK), células T citotóxicas (CD8) e células T auxiliares 

(CD4) (STERNBERG, 2006).  
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Figura 3 – Mecanismo de ação dos glicocorticóides em células imunes. Retirado de Sternberg 

(STERNBERG, 2006).  

 

Existem evidências de que durante a depressão, a disfunção de estruturas 

límbicas, incluindo o hipotálamo e o hipocampo, resulta na hipersecreção de CRH e 

ACTH, o que, por sua vez, induz a ativação hipofisária-adrenal (HEUSER et al., 

1998)  

Neste sentido, compreendendo a influência de mediadores do SI sobre o 

SNC, induzindo à ativação do eixo HPA, a resposta por eles desencadeada passa, 

então, a fazer parte do repertório daquelas que são chamadas coletivamente de 

adaptativas ou de síndrome de adaptação geral ao estresse: essas respostas 
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envolviam classicamente apenas estímulos físicos ou psicológicos. Como definido 

por Blalock (BLALOCK, 1984), o SI funcionaria, nessa situação, como um sistema 

sensorial adicional, difuso, dinâmico e em constante adaptação, que capacitaria o 

SNC a receber e processar estímulos e mensagens que, de outro modo, não seriam 

percebidos pelas vias sensoriais clássicas. 

A figura 4 ilustra os efeitos do estresse e a consequente estimulação do eixo 

HPA e eixo simpático-adrenal-medular (SAM). A produção do hormônio ACTH pela 

glândula hipofisária resulta na produção de hormônios glicocorticóides. O eixo SAM 

pode ser ativado pela estimulação da medula supra-renal para produzir as 

catecolaminas adrenalina e noradrenalina, assim como através da inervação 

simpática do sistema nervoso dos órgãos linfóides. Leucócitos possuem receptores 

para os hormônios do estresse que são produzidos pelas glândulas supra-renais e 

hipófise e podem ser moduladas pela ligação destes hormônios aos seus 

respectivos receptores. Além disso, a produção de noradrenalina nas terminações 

nervosas também pode modular a função das células imunes, ligando seu receptor 

na superfície das células de órgãos linfóides. Essas interações são bidirecionais e as 

citocinas produzidas por células do sistema imunológico podem modular a atividade 

do hipotálamo (GLASER; KIECOLT-GLASER, 2005). 
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Figura 4 – Cascata de efeitos neuroendócrinos em resultado da estimulação promovida pelo estresse. 

APC = Células Apresentadoras de Antígenos; IL-1 = Interleucina-1; NK = Células Matadoras Naturais. 

Retirado de Glaser e Kiecolt (GLASER; KIECOLT-GLASER, 2005) 

Os estudos sobre os efeitos de citocinas na regulação de respostas no SNC 

passaram, então, a compreender duas facções ou enfoques diferentes e 

complementares: a tentativa de isolamento de moléculas e das vias essenciais para 

a sinalização do SI para o SNC, e o estudo das alterações comportamentais no 

contexto em que se inserem, ou seja, como parte do repertório de comportamentos 
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expressos pelos animais. Assim, começa a ficar cada vez mais claro que as 

alterações de comportamento decorrentes de uma infecção não são consequências 

de uma depressão inespecífica do SNC, mas sim, de um conjunto de adaptações 

específicas e muito bem organizadas nesse sistema. 

 

1.4. Lipopolissacarídeo - LPS 

O lipopolissacarídeo (LPS) é um constituinte que pertence às paredes 

celulares de bactérias gram-negativas. É uma toxina termo-estável, composta por 

três subunidades: uma cadeia polissacarídica superficial, dita antígeno “O”, 

responsável pela variabilidade antigênica das bactérias Gram-negativas, uma ponte 

também polissacarídica de localização intermediária e o fosfolipídio A, inserido na 

membrana externa e responsável pela sensibilização do hospedeiro (RAETZ; 

WHITFIELD, 2002) como demonstrado nas figuras  5 e 6. 

 

 

 

Figura 5 –  Estrutura do LPS. Retirado de Brooks; Butel; Morse (BROOKS et al., 2000) 
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Figura 6 - Modelo estrutural da parede celular da Escherichia coli, destacando o lipopolissacarídeo 

conforme proposição de Raetz & Whitfield (RAETZ; WHITFIELD, 2002). 

O lipídio A é a porção com menor variação estrutural, responsável por todos 

efeitos descritos até hoje. Constituído principalmente de glucosamina e fosfato, 

associado a um ácido graxo que contém 14 átomos de carbono. A liberação do 

lipídio A, separando-se da parede bacteriana, é necessária para que a molécula se 

torne ativa, fenômeno que ocorre somente quando as bactérias morrem ou se 

multiplicam.  

Uma vez que o LPS entra em contato com o organismo, seja a partir de uma 

bactéria Gram-negativa como a Escherichia coli, ou pela administração direta do 

LPS, inicia-se uma série de respostas no organismo infectado, atuando em células 

como os monócitos, neutrófilos, plaquetas sanguíneas e células endoteliais, mas os 

macrófagos são as principais estruturas onde o mecanismo de ação do LPS é 

deflagrado (TRENT et al., 2006). O LPS ligado aos receptores de membranas dos 

macrófagos induz a produção e secreção das citocinas. O TNFa ?é a primeira citocina 
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a ser produzida durante o processo inflamatório e sua liberação irá induzir a síntese 

de diversas outras citocinas. A liberação de IL -1 também é precoce e, em conjunto 

com o TNFa, estimula a síntese e modula a expressão de outras citocinas. As 

citocinas pró-inflamatórias, como o TNFa, IL-1, IL -6 e a IL-8, interagem de forma a 

constituir um ciclo vicioso no seu próprio processo de produção e liberação. Dentre 

os múltiplos efeitos biológicos da IL -1 destacam-se a febre (ação no hipotálamo), 

neutrofilia, proliferação de colágeno, liberação de aminoácidos de músculos, 

produção de IL -2 (ação nas células T), e a produção de anticorpos (ação nas células 

B) (AIURA et al., 1997).  

O LPS interage com vários sistemas celulares e humorais. Após penetrar na 

circulação, liga-se a lipoproteínas plasmáticas, resultando em redução de sua 

atividade biológica. Mesmo assim ativam o complemento, induzem a coagulação, 

afetam a função hepática e o sistema neuroendócrino. Esta diversidade de 

respostas fisiológicas é direcionada à eliminação de endotoxinas (ADEREM; 

ULEVITCH, 2000; MILLER, S. I. et al., 2005). 

Para Aderem et al. (ADEREM; ULEVITCH, 2000) Miyake (MIYAKE, 2003) e 

Fenton et al. (FENTON; GOLENBOCK, 1998) e como demonstrado na figura 7 o 

mecanismo de ação se inicia com o LPS ligando-se a proteínas ligantes do 

hospedeiro, as LBPs (ou lipopolisacharyde binding protein), produzidas no fígado do 

animal. A partir deste passo, é formado um complexo chamado de LPS-LBP. O 

complexo entra em contato com o receptor CD14 dos macrófagos, iniciando a 

ativação celular. Neste momento, passam a atuar os receptores TLR4 (ou receptores 

toll-like 4), Uma vez ativado o complexo TLR-4, ocorre o recrutamento de uma 

proteína adaptativa denominada MyD88, a qual se associa à IRAK (serina-treonina-

proteína-quinase do receptor de IL-1), que é fosforilada e se liga à uma proteína 

adaptativa denominada TRAF6 (fator de necrose tumoral associado ao fator 6). Esta 

associação leva à ativação de MAPquinases, onde direta ou indiretamente irão ativar 

IKK1 e IKK2 (I kappa ß ?Kinase 1 e 2), levando à ativação de NF?ß (fator nuclear 

kappa beta) e da proteína citoplasmática ligada a um inibidor (I?ß). A ligação do LPS 

ao complexo TRL4 induz também sinais transmembrana, incluindo a mobilização de 

cálcio, ativação da proteína tirosina quinase (PTK) e de MAPquinases e posterior 

ativação do fator NF?ß ?(MUROI et al., 2002; ROUSSEAU et al., 2002; LIANG et al., 
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2005). A ativação da via das proteínas quinases C (PCK) leva à fosforilação do 

inibidor (I?ß) e à dissociação do complexo, permitindo que o NF?ß ?migre para o 

núcleo e realize sua função (BEUTLER, 2002; BEUTLER; RIETSCHEL, 2003). O 

NF?ß regula a expressão de genes envolvidos nas respostas inflamatória e 

imunológica, aumentando a taxa de transcrição destes genes com consequente 

síntese de ácido ribonucléico (RNA) mensageiro e proteínas, e tem papel importante 

na síntese dos mediadores pró-inflamatórios, além de regular a síntese de proteína 

C reativa (PCR) e iniciar a transcrição de citocinas com TNFa, IL-1-ß, IL -2 e IL-6 

(GHOSH; BALTIMORE, 1990; HAVA et al., 2006b).  

Recentemente, foi proposto que as células podem também ser capazes de responder ao LPS através de 

receptores intracelulares chamadas proteínas NOD (por domínio de oligomerização ligada a nucleotídeos). O 
mecanismo pelo qual NOD1 e NOD2 podem reconhecer o LPS no citosol é desconhecida (COHEN, 2002) . 

 

Figura 7 –  Ativação celular por LPS.Retirado de Cohen (COHEN, 2002). 

 Devido à liberação de citocinas, o LPS é usado já há muitos anos como 

ativador de resposta imune, principalmente na resposta imune inata (inespecífica) 
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com os macrófagos. Mas em longo prazo atuam também na resposta imune 

adquirida (ou adaptativa), referente a respostas de linfócitos que reconhecem 

antígenos microbianos específicos (ADEREM; ULEVITCH, 2000; LEVITON et al., 

2005). 

 

1.5. Dimorfismo Sexual 

A investigação sobre dimorfismo sexual progrediu gradualmente a partir de 

descrições qualitativas de traços anatômicos e comportamentais em animais (OBER 

et al., 2008) para os elegantes experimentos sobre circuitos neurais sexo-específicos 

do comportamento reprodutivo em drosófilas (KIMURA et al., 2005; STOCKINGER 

et al., 2005) e camundongos (KIMCHI et al., 2007). Na atualidade é evidente que o 

dimorfismo sexual ocorre não só no nas características morfológicas, como 

tamanho, forma e coloração, mas também em níveis comportamentais (KIMURA et 

al, 2005; STOCKINGER et al., 2005; KIMCHI et al. 2007), psicológicos 

(PITYCHOUTIS et al., 2009b), bioquímicos (MCGRATH; PUZAN, 2004), na 

expressão gênica e de fenótipos (RINN; SNYDER, 2005; ELLEGREN; PARSCH, 

2007; REINIUS et al., 2008). 

 Muitas evidências sugerem a existência de doenças sexo-específicas na 

prevalência, idade de início e/ou gravidade. Exemplos clássicos incluem: 1) doença 

cardiovascular, que é predominante no sexo masculino durante toda a vida adulta, 

mas, em mulheres, tem maior taxa de ocorrência na pós-menopausa  (CHOI; 

MCLAUGHLIN, 2007); 2) a asma, o que é mais frequente entre meninos na infância  

(CHOI; MCLAUGHLIN, 2007);e 3) doenças auto-imunes, que são mais frequentes 

nas mulheres ao longo da vida, em especial doenças que começam durante ou 

imediatamente após a fase reprodutiva (LOCKSHIN, 2006; MCCOMBE et al., 2009). 

Meninas apresentam maior incidência de defeitos no tubo neural, luxação congênita 

do quadril e escoliose, enquanto autismo, gagueira e estenose pilórica são mais 

comuns entre meninos (HARPER et al., 1998). Na idade adulta, a depressão maior e 

a doença de Alzheimer incidem mais em mulheres (ANDERSEN, 1997; GATER et 

al., 1998), enquanto que esquizofrenia, doença de Parkinson e câncer colorretal são 
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mais frequentes em homens (ALEMAN et al., 2003; MCDAVID et al., 2004; 

WOOTEN et al., 2004)  

Diferenças biológicas, especialmente as de caráter endócrino, são sugestivas 

não só da autenticidade da distinção entre depressões de homens e de mulheres, 

mas também levam a pensar que parte da diferença seja devida a hormônios 

sexuais (PITYCHOUTIS et al., 2009a; WU et al., 2009). 

Dados experimentais com animais confirmam estas observações. Neste 

sentido, já foram relatadas diferenças sexualmente dimórficas tanto na resposta 

imune humoral como celular, as quais são mais ativas em fêmeas que em machos. 

Os hormônios esteróides gonadais desempenhariam papel importante na regulação 

destas respostas.  

O estrógeno e suas múltiplas ações no SNC relacionam-se com crescimento 

e diferenciação de dendritos e axônios no cérebro em desenvo lvimento, com 

arborização dendrítica e sinaptogênese no cérebro maduro, com a modulação da 

produção e liberação de neurotransmissores e como protetor contra citotoxicidade 

glutamatérgica (LI; SHEN, 2005).  A progesterona parece interferir de modo 

aproximadamente oposto ao estrogênio, aumentando a atividade da 

monoaminoxidase (PARKER; BROTCHIE, 2004).  

Assim, os hormônios gonadais circulantes modulam os fenômenos de 

neurotransmissão cerebral e participam da regulação dos estados de humor em 

diferentes situações que envolvem sintomas depressivos. 

Spitzer (SPITZER, 1999) documentou estas diferenças em diversos aspectos 

das funções de neutrófilos e macrófagos estimulados pelo LPS e / ou pela 

intoxicação aguda com etanol. Spinedi et al. (SPINEDI et al., 1992) também 

verificaram que os hormônios sexuais endógenos modulam a ativação produzida 

pelo LPS na adrenal e respostas imunes em camundongos Balb/C. Nolan e 

O'connell  (NOLAN; O'CONNELL, 1965) descreveram experimentos nos quais o 

sangue feminino normal alterou respostas vasoconstritoras à endotoxina em fígados 

isolados de ratos expostos ao LPS bacteriano. NOLAN então em 1967 (NOLAN, 

1967) demonstrou que o pré-tratamento com doses farmacológicas de estrógenos 
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conjugados até 1 hora antes da exposição ao LPS tornava ratos castrados 

protegidos contra os efeitos letais da endotoxina. Um estudo mais recente mostrou 

que estradiol exógeno, diminui a percentagem de mortes provocadas pela 

endotoxina em ratos machos em uma maneira dose-dependente (CHRISTEFF et al., 

1994). Outro estudo demonstrou que o estradiol exógeno dado 1 hora após LPS 

restaurou o débito cardíaco em ratos do sexo masculino (PALACIOS; PANG, 1998). 

Assim, o estrógeno parece ser protetor quando administrado antes ou 

imediatamente após a exposição à endotoxina.  

Estudos comportamentais sobre a susceptibilidade de ratos machos e fêmeas 

em modelos de depressão e na neuroquímica cerebral de regiões envolvidas com a 

fisiopatologia de transtornos afetivos dos mesmos após desafio com LPS mostraram 

maior susceptibilidade em fêmeas (PITYCHOUTIS et al, 2009).   

As características eletroencefalográficas, denotando alterações de 

funcionamento em certas áreas cerebrais, nos transtornos de humor como a 

ansiedade e depressão, também são apontadas como possíveis indicadores das 

diferenças destes transtornos entre homens e mulheres (HELLER, 1993). 

Lacerda et al (LACERDA et al., 2004) examinou o córtex orbitofrontal em 31 

pacientes com depressão maior, não medicados, e comparou com o daqueles de 34 

pacientes saudáveis por ressonância magnética. Verificou-se que os pacientes com 

depressão maior apresentaram volume reduzido de substância cinzenta no córtex 

orbitofrontal, sendo que apenas os pacientes do sexo masculino exibiram volumes 

do córtex orbitofrontal medial direito e esquerdo menores que os do grupo controle 

do mesmo sexo. 

Hastings et al. (HASTINGS et al., 2004) observaram que mulheres deprimidas 

apresentavam um volume menor da amígdala quando comparadas com seus 

controles sendo que  tal alteração não foi constada em homens deprimidos. Estes 

estudos sugerem diferenças sexualmente dimórficas na biologia dos transtornos de 

humor. 

1.6. Sistema Imune e Período Neonatal 
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Devido ao aumento no número de nascimentos bem como da sobrevida de crianças nascidas pré-termo 

com baixo peso extremo torna-se de extrema importância avaliar e melhorar os resultados em longo prazo 

associados com a prematuridade (REEDY, 2007). 

 Atualmente, sabe-se que a ativação do SI em períodos precoces da vida leva 

a alterações comportamentais e na susceptibilidade da prole a doenças em períodos 

mais tardios da vida. Em estudo realizado por Stoll et al. (STOLL et al., 2002b) com 

5447 prematuros nascidos nos centros da rede de pesquisa neonatal do Instituto 

Nacional de Saúde da Criança e Desenvolvimento Humano dos Estados Unidos 

entre os anos de 1998 e 2000 que apresentaram pelo menos uma cultura positiva 

para bactérias nos primeiros três dias de vida mostraram que 60,7% das infecções 

eram causadas por bactérias Gram negativas as quais 44% representadas por 

Escherichia coli. Em países em desenvolvimento bactérias Gram negativas são as 

mais frequentes causas de sepse em neonatos (STOLL et al., 2002a). 

A ativação neonatal do SI por Escherichia coli, IL-1ß ou mesmo pelo LPS 

levam a maior reatividade ao estresse, alterações no SI, além de alterações 

comportamentais na idade adulta (SHANKS et al., 2000; BOISSE et al., 2004; BILBO 

et al., 2006; SPENCER et al., 2006a; SPENCER et al., 2006b; SPENCER et al., 

2006c; SPENCER et al., 2007).  

Leonard e Myint (LEONARD; MYINT, 2009) sugeriram que as citocinas 

liberadas pela resposta inflamatória ao LPS seriam responsáveis pela ativação do 

eixo HPA, estando, pelo menos parcialmente envolvidas nas lesões promovidas pela 

inflamação no cérebro de ratos. 

Além disto, a ativação do SI no período perinatal influencia as respostas 

endócrinas na idade adulta. Algumas evidências mostram que esta ativação produz 

em ratos aumento nos níveis de corticosterona, bem como naqueles pós-estresse 

avaliados na idade adulta (SHANKS et al., 1995; SHANKS et al., 2000; NILSSON et 

al., 2002). No entanto, outros trabalhos não observaram aumento neste hormônio 

(BILBO et al., 2006; WALKER et al., 2006)  ou apenas aumento pouco significante 

(ELLIS et al., 2005). Diversas evidências mostram que a infecção perinatal pode 

favorecer o desenvolvimento de esquizofrenia (BROWN et al., 2004a; BROWN et al., 

2004b; FATEMI et al., 2005), autismo   (HORNIG; LIPKIN, 2001) e outras doenças 
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neurológicas (YOLKEN, 2004). Já está também bastante estabelecido que 

processos inflamatórios e infecções bacterianas ou virais em gestantes levam a 

interferência no ambiente fetal, podendo resultar em diversos danos a prole. 

É fato conhecido que bebês muito prematuros apresentam maiores riscos de 

apresentarem deficiências físicas, sensoriais e de aprendizagem (JOHNSON et al., 

2009a; JOHNSON et al., 2009b) . 

Stoll et al. (STOLL et al., 2004) mostraram que recém-nascidos de baixo peso 

com episódios de infecção e cultura positivas tiveram as taxas de crescimento 

prejudicadas bem como maiores taxas de efeitos adversos no neurodesenvolvimento 

tais como paralisia cerebral e pontuações menores nas Escalas Bayley de 

Desenvolvimento Infantil II e Tabela de Desenvolvimento Psicomotor e Mental assim 

como deficiência visual e auditiva. 

Wood et al. (WOOD et al., 2000) concluiu baseado em seus estudos com 283 

crianças nascidas prematuras (entre 20 e 25 semanas de gravidez) e avaliadas aos 

10 meses de idade que deficiências no domínio do desenvolvimento mental, 

psicomotor, função neuromotora e sensorial e a comunicação estavam presentes na 

metade dos indivíduos sendo um quarto destas deficiências consideradas por 

critérios pré-estabelecidos como incapacidades graves. Não houve relação entre o 

padrão de morbidade e de qualquer idade gestacional ou a presença de 

nascimentos múltiplos, mas os meninos eram mais propensos a deficiências que 

meninas (P= 0.009 para paralisia cerebral).  

Diversos distúrbios neuroanatômicos foram encontrados em várias 

populações de indivíduos que sofrem de diferentes transtornos psiquiátricos 

(BRAAK; DEL TREDICI, 2009; DAMSA et al., 2009; KOENIGS; GRAFMAN, 2009; 

SMITH, G. S. et al., 2009).  Estudos de neuroimagem detectaram mudanças 

volumétricas de estruturas específicas do cérebro, alterações vasculares dentro da 

substância branca e cinzenta e também mudanças volumétricas da substância 

branca e cinzenta (ABE et al.).  

Ao coordenar as diferentes informações sensitivas e sensoriais projetadas 

pelos tálamos sobre diferentes áreas neocorticais, o córtex pré frontal constitui o 
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principal centro de organização e planejamento de ações e emoções, possui extensa 

conexão com os circuitos corticais e subcorticais, que podem reforçar sua 

importância nas funções cognitivas e na modulação da atividade límbica. As 

principais estruturas subcorticais participantes desse circuito são os núcleos da 

base, o tálamo, o hipotálamo, o tronco cerebral e os tratos da substância branca que 

conectam essas estruturas, entre elas e o córtex cerebral. Um circuito límbico-

tálamo-cortical que consiste da amígdala, núcleo mediodorsal do tálamo e o córtex 

pré-frontal ventrolateral e medial e um circuito límbico-estriatal-palidaltalâmico 

compreendendo o estriado, o pálido ventral e os componentes do outro circuito são 

os principais circuitos neuroanatômicos que têm sido propostos na fisiopatologia dos 

transtornos de humor (BRODY et al., 2001; FAW, 2003; HEIMER; VAN HOESEN, 

2006; SOTRES-BAYON et al., 2009).  

Além disso, o cerebelo, por meio de conexões com o tronco e estruturas 

límbicas, pode também estar envolvido na regulação do humor (SOARES; MANN, 

1997; DREVETS et al., 2008).  

Portanto, é possível afirmar que anormalidades nessas regiões do cérebro, ou 

em áreas contíguas que afetem a conexão entre essas regiões, reflitam mal 

funcionamento desses circuitos, associado com o desenvolvimento de transtornos 

de humor.  

Nosarti et al. (NOSARTI et al., 2007) em estudo realizado com dois grupos de 

jovens que haviam nascidos prematuramente (entre 28 e 33 semanas de gravidez), 

sendo o primeiro  formado por 221 indivíduos nascidos entre os anos de 1979 e 

1982 e na faixa etária dos 14 a 15 anos e o segundo por 147 indivíduos nascidos 

entre 1983 e 1984 e  com a mesma faixa etária  e comparados com o grupo controle 

composto por 128  indivíduos nascidos a termo entre os anos de  1979 e 1983, 

concluiu que os prematuros comparados aos controles mostraram redução da 

substância cinzenta nos lobos  temporal, frontal, córtex occipital e cerebelo, incluindo 

o putamen, ínsula, cuneus, giro fusiforme, tálamo e núcleo caudado, e aumento da 

substancia cinzenta  predominantemente nos lobos temporais e frontal, incluindo 

cingulado e giros fusiforme e cerebelo. Regiões com perda de substância branca 

estavam concentradas no tronco cerebral, cápsula interna, temporal e frontal, e os 
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fascículos principais. Foram observados maiores volumes de substância branca nas 

regiões temporal, parietal e frontal. Os adolescentes que nasceram prematuros 

obtiveram escores mais baixos do que os controles na avaliação  de linguagem e 

função executiva e tiveram mais chances de mostrar comprometimento cognitivo em 

comparação aos controles (27% versus 14%, respectivamente).  

Soares et al. (SOARES; MANN, 1997) concluíram que as influências genética, 

ambiental e de fatores degenerativos durante o desenvolvimento dessas estruturas 

cerebrais, podem determinar o início dos transtornos de humor.  

O rato, diferentemente do ser humano, nasce imaturo, sendo que sua primeira 

semana de vida representa os últimos estágios da vida de um bebê humano 

(BERNARDI, 2006) . Assim a figura 8, retirada de Morgane et al. (MORGANE et al., 

2002) ilustra os índices relativos, a duração e a sequência temporal dos processos 

específicos de desenvolvimento dos cérebros de ratos e humanos. O surto de 

crescimento do cérebro (curvas de taxas de variação de peso do cérebro) é 

sobreposto (curva em negrito) em relação aos eventos de desenvolvimento 

subjacente no cérebro. Observa-se a gênese precoce da astroglia e células 

piramidais no ser humano, resultando na aquisição de aproximadamente 27% do 

peso do cérebro adulto no momento do nascimento, em comparação com os 12% do 

peso do cérebro adulto em ratos no nascimento. A chamada curva de surto de 

crescimento do cérebro do rato é deslocada para a direita, em comparação com a de 

humanos. 
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Figura 8 – Comparação do desenvolvimento pré e pós-natal do cérebro de ratos e humanos. Retirado 

de Morgane (MORGANE et al., 2002).  

 Neurônios da placa de conexão são cruciais para o desenvolvimento do 

córtex e tálamo, lesões podem levar a anormalidades neuronais, eles atingem  seu 

pico de abundância em bebês humanos durante o período gestacional da 

prematuridade humana, particularmente no período de vulnerabilidade ou seja, entre 

a 22º e 34º semanas de vida (KOSTOVIC et al., 1991; KOSTOVIC; JUDAS, 1998; 

2002; 2006). Essas células servem como ligações transitórias locais podendo 

orientar os axônios a atingirem alvos corticais e subcorticais e estão envolvidos na 

maturação estrutural e funcional do córtex cerebral e do tálamo (VOLPE, 1996; 

HAYNES et al., 2005; VOLPE, 2009). 

Embora os axônios sejam claramente detectáveis a partir de 23º semana de 

vida, marcadores específicos indicaram que estes axônios são claramente imaturos. 

Dados parecem definir o período prematuro humano como um período crítico no 
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desenvolvimento axonal. É provável que estes axônios imaturos sejam altamente 

vulneráveis a insultos como os causados por isquemia e inflamação (TEKKOK; 

RANSOM, 2004) . No mais, interações axônio-oligodendrogliais são críticas para a 

sobrevivência, maturação e função dos axônios (BJARTMAR et al., 1994; 

BJARTMAR, 1996; BJARTMAR; TRAPP, 2003). Anormalidades na substância 

branca são compatíveis (embora não especificamente) com prejuízos no 

desenvolvimento axonal (DYET et al., 2006; KRISHNAN et al., 2007; COUNSELL et 

al., 2008). 

A tabela 1 mostra os efeitos de citocinas inflamatórias na função neural os 

quais podem estar envolvidos com os prejuízos decorrentes do processo inflamatório 

no período neonatal.  

Efeito Citocina Referência 

Citotóxico para oligodendrócitos e 

induz a desmielinização 

TNFa (SELMAJ, K. et al., 1991a) 

Aumento da Neurite e diminuição da 

sobrevivência neuronal 

IL6 (RHODES et al., 2002) 

Proliferação Astrocitária TNFa IL6 (BARNA et al., 1990) 

(SELMAJ, K. et al., 1991b) 

Redução da acetilcolina extracelular 

no hipocampo 

IL-1ß (BARNA et al., 1990) 

Aumentam a secreção de 

glicocorticóides via eixo HPA 

IL-1, IL2, IL6 e 

TNFa 

(HERMUS; SWEEP, 1990) 

Tabela 1 – Efeitos de Citocinas Inflamatórias na Função Neural.  

Neste sentido, poucos trabalhos se preocuparam em examinar os efeitos 

sexualmente dimórficos da ativação do sistema imune em períodos precoces da vida 

de ratos e suas consequências no comportamento e nas respostas imunes destes 

animais na idade adulta. Somente Tenk  et al (TENK et al., 2008) estudaram os 

efeitos da administração pós-natal de LPS no comportamento exploratório de ratos 

machos e fêmeas quando desafiados pela mesma endotoxina na idade adulta. 

Neste caso, os autores relataram maior susceptibilidade da prole masculina. 
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Estudos sobre a fisiopatologia das desordens de humor envolvem a genética, 

os sistemas neurotransmissores, transdução de sinal intracelular, fatores 

neurotróficos, neuroimagem, anormalidades endócrinas, neurodegeneração, como 

também estudos comportamentais e da função imunológica que são o foco do 

presente trabalho e como diversos estudos já comprovaram exercem influência 

direta sobre os fatores acima citados. 
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OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

 Pretendeu-se investigar os efeitos da ativação do sistema imune pelo LPS em 

período precoce da vida da prole feminina e masculina de ratas em modelos 

comportamentais ligados à ansiedade e depressão e avaliar os parâmetros do 

sistema imune nas proles na idade adulta frente a um desafio imune com a mesma 

endotoxina 

 

2.2 Objetivos Específicos 

Estudar os efeitos da exposição neonatal no 2º dia de vida da prole feminina e 

masculina de ratas à endotoxina LPS frente a um desafio com a mesma endotoxina 

na idade adulta em: 

a) Parâmetros Comportamentais 

• Atividade geral observada no teste de Campo Aberto; 

• Comportamento no Labirinto em Cruz Elevado;  

• Comportamento no teste de Natação Forçada. 

 

b) Parâmetros Imunes 

• Determinação do número total de leucócitos circulantes no sangue; 

• Determinação do número total de células na medula óssea; 

• Quantificação de mediadores inflamatórios IL -1ß e TNFa; 

• Avaliação dos níveis séricos de corticosterona. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Animais  

Foram utilizados ratos e ratas Wistar adultos, pesando, em média, 250 e 200 

gramas, respectivamente, obtidos de cruzamentos sucessivos no biotério da 

disciplina Farmacologia Aplicada a Toxicologia, da Faculdade de Medicina 

Veterinária e Zootecnia da Universidade de São Paulo. 

Os animais foram alojados em gaiolas de polipropileno, medindo 

32X38X16cm, com tampas gradeadas de alumínio, acondicionadas em sala 

apropriada, com temperatura ambiente (22º ± 2ºC) controlada por meio de aparelho 

de ar condicionado e com ciclo de 12 horas de claro e escuro, sendo a luz acesa às 

6 horas. Água e comida foram fornecidas ad libitum  aos animais durante todo o 

procedimento experimental. 

Duas ratas e um rato foram alojados por gaiola, para permitir o acasalamento. 

Considerou-se a presença de espermatozóides no lavado vaginal indicativo de 

prenhes, registrando-se como primeiro dia de gestação. Ao nascimento, os filhotes 

foram examinados macroscopicamente e realizaram-se a sexagem e a padronização 

das ninhadas em 8 filhotes por rata (sendo quatro machos e quatro fêmeas).  

O período de amamentação foi de 21 dias, sendo, posteriormente, os filhotes 

separados por sexo e tratamento e alojados nas mesmas condições laboratoriais de 

seus pais, em número de 4 animais/gaiola. 
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Figura 9 - Rato Wistar e Gaiola de Polipropileno. Retirado de 

http://www.criver.com/enUS/ProdServ/ByType/ResModOver/ResMod/Pages/WistarFurth.aspx e 

http://insightltda.com.br/insight-equipamento-cientifico-133 

Caixa%20de%20Polipropileno%20Completa%2030%20x%2019%20x%2013%20cm. 

 

 

Figura 10 - Padronização das Ninhadas em 4 machos e 4 fêmeas. Retirado de 

http://www.folkcatart.com/blogs/jen/?cat=63.  
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Figura 11 - Rata Wistar com filhotes. Cedido gentilmente por BERNARDI M.M. 

 

3.2 Drogas e Soluções 

 

a) LPS (SIGMA) 

b) Solução Salina  

c) Ketamina® (AGENER) 

d) Rompum® (BAYER) 

 

LPS: lipopolissacarídeo obtido por extração fenólica a partir da Escherichia 

coli, sorotipo 0127:B8. Solução Salina: solução estéril de cloreto de sódio a 0,9%. 

Uma solução anestésica, constituída de Rompum® + Ketamina® (1:1), foi utilizada 

em todos os procedimentos cirúrgicos, em volume de 1,0ml/300g de peso corpóreo 

de animal, por via intra peritoneal (i.p.). 
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   Figura 12 - Solução Salina à 0,9%. Arquivo pessoal.  

 

Figura 13 - Eppendorfs com LPS. Arquivo pessoal.  

      

Figura 14 - Ketamina® (AGENER) e Rompum® (BAYER) Retirado de 

http://mercado.ruralcentro.com.br/categoria/790/produtosveterinarios/anestesico-e-sedativo/anestesico-e-

sedativo-injetavel.  
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3.3 Tratamento e Procedimentos Neonatais 

No segundo dia pós natal (DPN) as proles feminina e masculina das ratas 

receberam solução salina ou 50 µg/kg de LPS, por via (i.p.) O DPN2 foi escolhido 

baseado em literatura anterior em que um modelo semelhante de infecção neonatal 

foi utilizada (TENK et al., 2008), e representa o período relativamente  comparável 

ao do terceiro trimestre da gestação nos seres humanos, quando ocorre o 

crescimento significativo do cérebro (SANDS et al., 1979; RODIER, 1980). Durante 

esse período, os ratos recém-nascidos exibem uma resposta ligada à corticosterona 

endotoxina LPS específica, em contraste a outros efeitos estressores (SCHAPIRO et 

al., 1962b; a), proporcionando um modelo ideal para investigar o impacto potencial 

da exposição à endotoxina no desenvolvimento do cérebro de ratos.  

 

 

Figura 15 – Rato Wistar DPN2. Arquivo pessoal. 
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3.4 Tratamento e Procedimentos na Idade Adulta 

 
Após o desmame, os filhotes foram separados por sexo e tratamento, e 

alojados em gaiolas de polipropileno, mantidos nas mesmas condições laboratoriais 

de seus pais até o DPN70, quando foram submetidos aos experimentos 

comportamentais e imunes. 

 

                      

Figura 16 - Contenção física e injeção (i.p.) em rato Wistar. Retirado de Assessing the Health and 
Welfare of Laboratory Animals. Disponível em: http://www.ahwla.org.uk/site/tutorials/BVA/BVA06-
Rat/Rat.html  
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3.5 Determinação no Ciclo Estral 

A avaliação da fase do ciclo estral foi feita por meio do lavado vaginal. Esse 

procedimento consiste em introduzir uma pipeta plástica contendo salina (cloreto de 

sódio 0,9%) na vagina da rata, colhendo a secreção vaginal como demonstrado na 

Figura 15. Logo após essa etapa, o conteúdo líquido da pipeta é colocado em uma 

lâmina de vidro e observado ao microscópio óptico (MARCONDES et al., 2002). A 

Figura 16 indica os tipos celulares do lavado vaginal de ratas e a proporção entre 

elas, permitindo ao observador definir a fase do ciclo estral em que o animal se 

encontra. O pró-estro consiste na predominância de células epiteliais nucleadas 

(Figura 16a e 16b); o estro caracteriza-se por células queratinizadas cornificadas 

anucleadas (Figura 16c e 16d); o meta-estro consiste na mesma proporção entre 

leucócitos, células queratinizadas cornificadas e células epiteliais nucleadas (Figura 

16e e 16f) e finalmente o diestro  consiste na predominância de leucócitos (Figura 

16g e 16h). Nestes experimentos, as fêmeas foram padronizadas e todas se 

encontravam em estro ou pró-estro. 

 

 

Figura 17 - Coleta do lavado vaginal com 10 µL de salina. Retirado de Marcondes 
(MARCONDES et al., 2002).  
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Figura 18 - Fotomicrografia de lavado vaginal de rata L= Leucócitos, E= Células 
Epiteliais, C= Células Queratinizadas . Retirado de Marcandes et al (MARCONDES et al., 
2002).  
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3.6 MÉTODOS COMPORTAMENTAIS 

3.6.1 Atividade Geral em Campo Aberto  

Neste teste, os animais são colocados em um campo aberto, sempre durante 

um mesmo período (manhã ou tarde). Cada animal escolhido (1 fêmea e 1 macho/ 

ninhada) foi colocado individualmente no centro do aparelho de campo aberto, e 

observado por 3 minutos. Esse campo aberto é construído segundo o modelo 

descrito por Broadhurst (BROADHURST, 1960). O campo aberto é constituído de 

uma arena com 97 cm de diâmetro, paredes de 33 cm de altura, pintado de branco e 

o fundo dividido em 19 partes aproximadamente iguais. Entre um animal e outro, o 

aparelho é limpo com solução de álcool a 5% para evitar a interferência do odor do 

animal anterior. 

 Observa-se a frequência de locomoção, de levantar e o tempo de imobilidade 

do animal. Define-se unidade de locomoção o ato de o animal penetrar com as 

quatro patas em uma das divisões do chão da arena; unidade de levantar 

corresponde à postura de o animal permanecer apoiado nas patas posteriores, com 

o tronco perpendicular ao chão, tendo a cabeça dirigida para cima, podendo ou não 

tocar com as patas dianteiras as paredes do campo aberto. O registro da frequência 

dos parâmetros é feito por intermédio de um contador manual. O tempo de 

imobilidade (freezing) é definido quando o animal não apresenta locomoção nem 

movimentos de farejar. Este parâmetro é medido com o auxílio de um cronômetro.  
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Figura 19 – Rato Wistar em sessão do teste de Atividade Geral em Campo Aberto. Gentilmente 

cedido por BERNARDI M.M. 

3.6.2 Comportamento de Ratos no Labirinto em Cruz Elevado (LCE) 

 O LCE é constituído de 2 braços abertos, opostos, medindo 50 X 10 cm e 2 

braços fechados, medindo 50 X 10 X 40 cm com o teto aberto, de tal forma que os 

braços fechados e abertos ficam dispostos em um ângulo de 90 graus; o piso do 

labirinto é de madeira pintada de branco e a sala iluminada artificialmente por meio 

de lâmpadas fosforescentes (1200 lux). O experimentador permanece na sala a uma 

distância de 1,5 m da extremidade do braço aberto proximal durante os registros. O 

LCE fica suspenso a uma altura de 50 cm do assoalho da sala por meio de um 

suporte de madeira. 

 Para as observações comportamentais, o rato foi retirado de sua gaiola 

moradia e colocado no centro do LCE no inicio das sessões, e observado por 5 

minutos. 

 Os parâmetros medidos foram: 

- Número de entradas nos braços abertos, sendo considerada uma entrada quando 

o animal colocava as quatro patas dentro desse compartimento. 

- Número de entradas nos braços fechados, sendo considerada uma entrada 

seguindo o mesmo critério acima citado, porém agora no braço fechado. 

- Tempo de permanência nos braços abertos, em segundos. 

- Tempo de permanência nos braços fechados, em segundos. 

- Tempo no centro 

Com os dados obtidos pôde-se calcular, para cada animal, o número total de 

cruzamentos (soma do número de entradas nos braços abertos e fechados) e 

porcentagem de entradas e de tempo dispendido nos braços abertos conforme 

mostrado a seguir:  
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% de entrada em braço aberto = n° de entradas no braço aberto X   100/ Total de 

entrada em braço aberto + fechado 

% de tempo no braço aberto = tempo no braço aberto X 100/ tempo no braço aberto 

+ fechado. 

 Os animais dos grupos controle e experimental foram observados 

intercaladamente, durante a fase clara do ciclo de luz. Entre as observações de cada 

animal, o LCE foi limpo com uma solução de álcool a 5% com intuito de se diminuir a 

interferência do odor deixado por outros animais nesse aparelho. 

 

Figura 20 – Rato Wistar em sessão do teste do Labirinto em Cruz Elevado. Gentilmente cedido por 

BERNARDI M.M. 

 

3.6.3 Natação Forçada   

Para o teste de natação forçada foi utilizado um recipiente de vidro medindo 

22 cm de diâmetro por 40 cm de altura com 19 cm de água, a uma temperatura 

média de 20º C (PORSOLT, 1979). Cada rato foi retirado de  gaiola moradia e 

colocado no interior do  recipiente para natação, sendo  mantido aí por 15 minutos 

(sessão de treinamento). Após este período de tempo, o animal foi retirado, seco e 

aquecido por 15 minutos. Vinte e quatro horas após este procedimento, o animal foi 

recolocado neste recipiente por 5 minutos (sessão de teste) (PORSOLT, 1979). 
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Tanto na sessão teste como na sessão treinamento, o pesquisador acompanhou o 

animal para evitar possíveis afogamentos. Os parâmetros analisados no teste são a 

latência para flutuar que corresponde a quantidade de tempo dispersa antes da 

primeira flutuação; o número de flutuações e o tempo de flutuação. 

 

Figura 21 - Rato Wistar em sessão do teste de Natação Forçada. Retirado de Bianchi et al (BIANCHI 

et al., 2002).  

 

3.7 MÉTODOS IMUNOLÓGICOS 

3.7.1 Determinação do Número de Leucócitos Circulantes 

Amostras de sangue foram obtidas da aorta abdominal após a eutanásia dos 

animais. Foram coletadas em pipeta automática (10µl) acrescidas de 190 µl de 

líquido de Turk a 3% e a contagem total foi realizada em câmara de Neubauer por 

microscopia óptica. A contagem diferencial dos leucócitos circulantes foi realizada 

por esfregaço e corada segundo o kit Instant-Prove, sendo a seguir, contadas 100 

células.  

 

3.7.2 Determinação do Número Total de Células na Medula Óssea Após a 

Eutanásia 
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O fêmur esquerdo dos animais foi cirurgicamente removido, ambas as 

extremidades foram abertas e o canal medular foi perfundido a partir da extremidade 

distal, com 1 ml de  tampão fosfa to salino (PBS) , usando uma agulha com 

espessura de 23G. A suspensão medular foi homogeneizada como o auxílio de uma 

pipeta de 1ml, e a seguir, as células totais foram contadas em câmara de Neubauer 

por microscopia óptica. Para tanto, 90 µl da amostra foi acrescida de 10 µl de cristal 

violeta, seguido de uma segunda diluição de 1:100 em PBS e as células foram 

expressas x106/ml. 

 

3.7.3 Quantificação de Mediadores Inflamatórios 
 
 

As citocinas IL-1ß e TNF-a foram quantificadas no soro, baço e linfonodo por 

ELISA, por meio de Kits Duo Set (R & D System), disponíveis comercialmente, em 

alíquotas de soro. Os ensaios foram conduzidos, seguindo as especificações do 

fabricante. O limite de detecção dos ensaios foi: IL-1ß: 31,3 - 2000 pg/ml; TNFa: 31,3 

- 1000 pg/ml.  

 

 

3.7.4 Avaliação dos Níveis Séricos de Corticosterona 

 

Alíquotas de soro foram armazenadas a -70 °C para determinação da 

corticosterona. A determinação foi feita sem extração química ou purificação, usando 

kit comercial (Diagnostic Products Co), seguindo as devidas instruções. O limite de 

detecção de corticosterona foi 0,011 pg/ml. Com a finalidade de diminuir a 

variabilidade, as amostras de sangue foram coletadas no mesmo horário do dia 

(entre 9:00 am e 12:00 pm). 

 

3.8 Delineamento Experimental 

Foram utilizadas 26 ratas prenhes divididas em 2 grupos iguais: um controle e 

outro experimental. Ao nascimento, as proles foram pesadas e padronizadas em 
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número (4 machos e 4 fêmeas). No DPN2, as proles masculina e feminina das ratas 

do grupo experimental receberam, i.p., 50 µg/Kg de LPS. Na idade adulta (entre 60 e 

70 dias de idade), os animais dos dois grupos e dos dois sexos receberam uma dose 

de 100 µg/Kg de LPS e duas horas após foram encaminhados para os experimentos 

segundo ilustrado pelo esquema 1. Foram utilizados 1 animal de cada sexo e de 

ninhadas diferentes para cada experimento. Nos experimentos comportamentais 

sempre foram empregados 13 animais/grupo. Nas avaliações do sangue, medula 

óssea, níveis de citocinas e de corticosterona foram empregados 6 animais/grupo. 

 

l l l__________DPN 2 DPN 60 - 70DPN 21

Campo Aberto

Labirinto em Cruz 
Elevado

Natação Forçada

Análise de Células
Sanguíneas

Análise de Células
da Medula Óssea

Dosagem de 
Corticosterona

Dosagem de 
Citocinas IL1ß e 
TNFa

Tratamento
LPS / Salina
50 ug / Kg

i.p

Desmame Desafio
LPS

100 ug / Kg
i.p

 

Esquema 1 - Delineamento experimental. 

Descrição dos Grupos Experimentais  

Grupos Tratamento Neonatal Tratamento na Idade Adulta 

SLM Salina LPS 

LLM LPS LPS 

SLF Salina LPS 

LLF LPS LPS 
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Tabela 2 - S= Salina, L= Lipopolissacarídeo, M= Macho, F= Fêmeas.   

Análise Estatística 

A ANOVA de uma via foi empregada para análise dos dados da corticosterona 

plasmática, seguida pelo teste post hoc de Newman-Keuls.  Foi empregada a 

ANOVA de duas vias, tendo como fatores o sexo e tratamento. Quando houve 

interações entre os fatores, foi aplicada a ANOVA de uma via. No caso de ausência 

de interações aplicou-se o teste post hoc de Bonferroni. A probabilidade de p<0,05 

foi considerada capaz de revelar diferenças significantes entre os resultados. Foram 

apresentados as  médias e respectivos erros-padrão. 
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RESULTADOS 

Experimento 1- Efeitos da ativação precoce do sistema imune (DPN2)  com 

LPS (50 µg/Kg) na atividade geral observada em campo aberto de ratos machos e 

fêmeas desafiados com 100µg/Kg da mesma endotoxina na idade adulta. 

A figura 22 ilustra os resultados obtidos de ratos machos e fêmeas, que 

receberam no DPN2 50µg/Kg de LPS, desafiados, na idade adulta, com a mesma 

endotoxina (100µg/Kg ) na atividade geral observada em campo aberto. A ANOVA 

de duas vias indicou a existência de diferenças significantes na frequência de 

locomoção quanto aos fatores tratamento [F(1/48) = 4,05, P=0,049] e na interação 

entre os fatores [F(1/48) = 5,80, p = 0,019].  

Não houve diferenças significantes com relação ao fator sexo [F(1/48)= 0,54, 

p = 0,468]. O teste post hoc de Bonferroni mostrou que a frequência de locomoção 

das fêmeas do grupo experimental foi menor que daquelas do grupo controle 

(p<0,05).  

Com relação à frequência de levantar, não foram observadas diferenças quer 

quanto ao sexo quer com relação ao tratamento. A duração de imobilidade foi 

diferente entre os grupos quanto ao tratamento [F(1/48) = 4,58, p= 0, 0378), não 

havendo diferenças entre os sexos ([F(1/48) = 0,54, p = 0,84] e tampouco interação 

entre os fatores [ F(1/48) = 2,07, p = 0,15]. A duração de limpeza não mostrou 

diferenças entre os tratamentos [F (1/48) = 1,32, p = 0,25] e sexo [ F(1/48) = 0,03, p 

= 0,87] porém, mostrou interação significante entre os fatores [ f(1/48) = 5,35, p= 

0,02], expresso por redução no parâmetro em fêmeas do grupo experimental. 

 

 

 

 

                                    CAMPO ABERTO 
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Figura 22 - Efeitos da ativação precoce do sistema imune com LPS (50 µg/Kg) na atividade geral 

observada em campo aberto de ratos machos e fêmeas, desafiados com 100µg/Kg da mesma 

endotoxina na idade adulta. a p < 0,05 em relação ao respectivo grupo controle; * p< 0,05 em relação 

ao sexo. N= 13/grupo. ANOVA de 2 vias seguida pelo teste de Bonferroni. SLM = machos tratados 

com solução salina no período neonatal e desafiados com LPS na idade adulta;  LLM = machos 

tratados no período neonatal com LPS e desafiados na idade adulta com a mesma endotoxina; SLF = 

fêmeas tratadas no período neonatal com solução salina e desafiadas com LPS na idade adulta; LLF 

= fêmeas tratadas no período neonatal com LPS e desafiadas com a mesma endotoxina na idade 

adulta.  

Experimento 2- Efeitos da ativação precoce do sistema imune (DPN2) com 

LPS (50 µg/Kg) no labirinto em cruz elevado de ratos machos e fêmeas desafiados 

com 100µg/Kg da mesma endotoxina na idade adulta. 
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A figura 23 ilustra os resultados obtidos no labirinto em cruz elevado de ratos 

machos e fêmeas que receberam no DPN2 50µg/Kg de LPS, desafiados com a 

mesma endotoxina (100µg/Kg) na idade adulta. 

 A ANOVA de duas vias mostrou a existência de diferenças no número de 

entradas nos braços fechados nos fatores tratamento [F(1/48)= 8,54, P< 0,005]  e 

sexo [F(1/48) = 5,12, P< 0,02]; não houve interação entre os fatores. Assim, o teste 

post hoc mostrou, em relação ao tratamento, os animais do grupo LLM 

apresentaram redução significante nesse parâmetro; por outro lado, não houve 

diferenças entre as fêmeas do grupo SLF e LLF. O mesmo teste feito entre os sexos 

indicou a existência de diferenças significantes entre os  animais dos grupos LLM e 

LLF; não foram detectadas diferenças entre os animais dos grupos SLM e SLF.  

A análise do número de entradas no braço aberto indicou diferenças 

significantes com relação ao tratamento [F(1/48) = 3,87, p < 0,05] , não havendo 

diferenças quanto ao sexo [F( 1/48) = 1,33, p= 0,25]; não houve interação entre os 

fatores [F(1/48) = 0,36, p= 0,55]. O teste post hoc mostrou que fêmeas LLF entraram 

mais no braço aberto em relação àquelas do grupo SLF (p< 0,05).  

Não houve diferenças, tanto no tempo de permanência nos braços abertos 

como nos fechados, com relação aos tratamentos e sexo.  

Com relação ao tempo no centro do labirinto em cruz elevado verificou-se que 

tanto o tratamento [F(1/48) = 7,58, p = 0,008] como o sexo [F(1/48) = 7,87] alteraram 

os resultados; não houve interação entre os fatores. O teste post hoc indicou que o 

desafio com LPS reduziu o tempo no centro tanto de animais do grupo LLM como 

LLF em relação aos grupos SLM e SLF.  Por outro lado, verificou-se que fêmeas do 

grupo SLF apresentaram maior tempo de centro que fêmeas do grupo LLF, o mesmo 

acontecendo entre os grupos SLM e LLM.  

LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO 
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Figura 23 - Efeitos da ativação precoce do sistema imune com LPS (50 µg/Kg) no labirinto em cruz 

elevado de ratos machos e fêmeas desafiados com 100µg/Kg da mesma endotoxina na idade adulta. 
a p< 0,05 em relação ao respectivo grupo controle; * p< 0,05 em relação ao sexo. N = 13/grupo. 

ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni. SLM = machos tratados com solução salina 

no período neonatal e desafiados com LPS na idade adulta; LLM = machos tratados no período 

neonatal com LPS e desafiados na idade adulta com a mesma endotoxina; SLF = fêmeas tratadas no 

período neonatal com solução salina e desafiadas com LPS na idade adulta; LLF = fêmeas tratadas 

no período neonatal com LPS e desafiadas com a mesma endotoxina na idade adulta.  

 

Experimento 3 - Efeitos da ativação precoce do sistema imune (DPN2)  com 

LPS (50 µg/Kg) no teste de natação forçada de ratos machos e fêmeas desafiados 

com 100µg/Kg da mesma endotoxina na idade adulta. 
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A figura 24 ilustra os resultados obtidos no teste de natação forçada de ratos 

machos e fêmeas que receberam no DPN2 50µg/KG de LPS, desafiados com a 

mesma endotoxina (100µg/Kg) na idade adulta. 

Com relação à latência para flutuar, a ANOVA de duas vias não mostrou 

diferenças entre tratamento e sexo, porém indicou interação entre os fatores [F(1/48) 

= 7,98, p = 0,007]. O teste de Bonferroni mostrou que a latência para flutuar do 

grupo LLF foi menor que do grupo LLM.  

Com relação ao número de flutuações, a ANOVA de duas vias indicou 

diferenças significantes no fator sexo [F(1/48)= 6,36, p= 0,01]. Não houve alterações 

com relação ao tratamento e, na interação entre os fatores.  

A ANOVA de duas vias mostrou que, no tempo de flutuação, o tratamento 

alterou os resultados [F(1/48) = 4, 07, p= 0,049]. Não houve alterações quanto ao 

sexo e também na interação entre os fatores.   
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Figura 24 - Efeitos da ativação precoce do sistema imune com LPS (50 µg/kg) no teste de natação 

forçada de ratos machos e fêmeas desafiados com 100µg/kg da mesma endotoxina na idade adulta. a 

p< 0,05 e em relação ao respectivo grupo controle; * p< 0,05 em relação ao sexo. N = 13/grupo. 

ANOVA de 2 vias. SLM = machos tratados com solução salina no período neonatal e desafiados com 

LPS na idade adulta; LLM = machos tratados no período neonatal com LPS e desafiados na idade 

adulta com a mesma endotoxina; SLF = fêmeas tratadas no período neonatal com solução salina e  

desafiadas com LPS na idade adulta; LLF = fêmeas tratadas no período neonatal com LPS e 

desafiadas com a mesma endotoxina na idade adulta.  

Experimento 4 - Efeitos da ativação precoce do sistema imune (DPN2) com 

LPS (50 µg/Kg) no número de leucócitos circulantes de ratos machos e fêmeas 

desafiados com 100µg/Kg da mesma endotoxina na idade adulta. 
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A figura 25 ilustra o número de leucócitos circulantes de ratos machos e 

fêmeas expostos ao LPS no DPN2 , desafiados na idade adulta com  100µg/Kg da 

mesma endotoxina na idade adulta.  

A ANOVA de 2 vias indicou a existência de diferenças significantes no fator 

sexo [F(1/20) = 3,68, p = 0,001]] e não no tratamento. Uma vez que houve interação 

entre os fatores [F(1/20) = 13,83, p= 0,001], aplicou-se nos dados uma ANOVA de 

uma via.  

Houve diferenças significantes entre os resultados dos animais dos grupos 

SLM e LLM (p< 0,001), SLF e LLM (p< 0,01) bem como LLF e LLM.  

A análise diferencial das células sanguíneas mostrou que não ocorreram 

diferenças nos fatores sexo e tratamento nas células polimorfonucleares (PMN- 

Figura 22A.), porém verificou-se  interação entre os fatores. Aplicada a ANOVA de 1 

via, esta não mostrou diferenças entre os grupos. Os mesmos resultados foram 

observados para as células mononucleares do sangue (MN- Figura 22 B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

CONTAGEM TOTAL E DIFERENCIAL DE LEUCÓCITOS 
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Figura 25 - Efeitos da ativação precoce do sistema imune (DPN2) com LPS (50 µg/Kg) no número 

leucócitos circulantes totais (A), polimorfonucleares (B) e mononucleares (C) de ratos machos e 

fêmeas desafiados com 100µg/Kg da mesma endotoxina na idade adulta. SLM = machos tratados 

com solução salina no período neonatal e desafiados com LPS na idade adulta; LLM = machos 

tratados no período neonatal com LPS e desafiados na idade adulta com a mesma endotoxina; SLF = 

fêmeas tratadas no período neonatal com solução salina e desafiadas com LPS na idade adulta; LLF 

= fêmeas tratadas no período neonatal com LPS e desafiadas com a mesma endotoxina na idade 

adulta. N= 6/ grupo. ANOVA de 2 vias. ***p< 0.001 em relação aos animais dos demais grupos.   
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Experimento 5 - Efeitos da ativação precoce do sistema imune (DPN2) com 

LPS (50 µg/Kg) no número total de células da medula óssea de ratos machos e 

fêmeas desafiados com 100µg/Kg da mesma endotoxina na idade adulta. 

A figura 26 ilustra os efeitos da ativação precoce do sistema imune com LPS 

(50 µg/Kg) no número total de células da medula óssea de ratos machos e fêmeas 

desafiados  com 100µg/Kg da mesma endotoxina na idade adulta. 

A ANOVA de 2 vias mostrou que ambos fatores, tratamento ( [F( 1/20) = 

50,53, p < 0,0001] e sexo [F(1/20) = 5,35, p = 0,03] foram alterados; não houve 

interação entre os fatores. O teste post hoc indicou que o tratamento aumentou o 

número de células do lavado femural da medula óssea de ratos machos  e que, 

tanto animais do grupo SLF como LLF, apresentaram menor número de células no 

lavado da medula  óssea em relação aos machos de ambos grupos.  
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Figura 26 - Efeitos da ativação precoce do sistema imune (DPN2) com LPS (50 µg/Kg) no número 

total de células da medula óssea  de ratos machos e fêmeas desafiados com 100µg/Kg da mesma 

endotoxina na idade adulta. SLM = machos tratados com solução salina no período neonatal e 

desafiados com LPS na idade adulta; LLM = machos tratados no período neonatal com LPS e 

desafiados na idade adulta com a mesma endotoxina; SLF = fêmeas tratadas no período 

neonatal com solução salina e desafiadas com LPS na idade adulta; LLF = fêmeas tratadas 

no período neonatal com LPS e desafiadas com a mesma endotoxina na idade adulta. N= 6/ 

grupo. ANOVA de 2 vias. * p< 0.05, **p< 0.01, p< 0.001 em relação ao sexo. 
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Experimento 6 - Efeitos da ativação precoce do sistema imune (DPN2) com 

LPS (50 µg/Kg) nos níveis de citocinas do soro, baço e linfonodos (IL -1ß E TNFa) de 

ratos machos e fêmeas desafiadas com 100µg/Kg da mesma endotoxina na idade 

adulta. 

A figura 27 ilustra os efeitos da ativação precoce do sistema imune com LPS 

(50 µg/Kg) nos níveis de IL-1ß E TNFa do soro de ratos machos e fêmeas 

desafiados com 100µg/Kg da mesma endotoxina na idade adulta. Nesse caso, como 

houve interação entre os dados foi aplicada a ANOVA de uma via, indicando a 

existência de diferenças significantes nos níveis de IL-1ß  [F(3/17=4,33, P=0,023]. O 

teste post hoc indicou que os níveis dessa citocina foram reduzidos 

significantemente nos animais do grupo LLM em relação aos dos grupos SLF e LLF. 

A ANOVA de 1 via não indicou diferenças significantes entre os níveis de   TNFa no 

soro de todos os grupos.  
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Figura 27 - Efeitos da ativação precoce do sistema imune (DPN2) com LPS (50 µg/Kg) nos níveis IL-

1ß E TNFa no soro de ratos machos e fêmeas desafiados com 100µg/Kg da mesma endotoxina na 

idade adulta. SLM = machos tratados com solução salina no período neonatal e desafiados com LPS 

na idade adulta; LLM = machos tratados no período neonatal com LPS e desafiados na idade adulta 

com a mesma endotoxina; SLF = fêmeas tratadas no período neonatal com solução salina e 

desafiadas com LPS na idade adulta; LLF = fêmeas tratadas no período neonatal com LPS e 

desafiadas com a mesma endotoxina na idade adulta. N= 4-5 grupo. ANOVA de 2 vias.a<p,0,05 em 

relação ao grupo SLF, * p< 0,05 em relação ao grupo LLF. 
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A figura 28 ilustra os efeitos da ativação precoce do sistema imune com LPS 

(50 µg/Kg) nos níveis de IL-1ß E TNFa do baço de ratos machos e fêmeas 

desafiados com 100µg/Kg da mesma endotoxina na idade adulta. Nesse caso, como 

houve interação entre os dados foi aplicada a ANOVA de uma via. Não foram 

detectadas alterações nos níveis de IL -1ß dos diferentes grupos. No entanto, essa 

análise indicou a existência de diferenças nos níveis de TNFa do baço [F(3/22) = 

6,55, P= 0,003].O teste post hoc indicou que os níveis dessa citocina foram 

significantemente maiores nas fêmeas do grupo LLF em relação aos machos do 

grupo LLM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



78 
 

 
 

 

DOSAGEM DE IL-1ß e TNFa NO BAÇO 

Baço

SL M SLF LLM LL F
0

1000

2000

3000

4000

5000

IL
-1

β
 p

g/
m

l

SL M SLF LLM LL F
0

50

100

150

*

a

Baço

a

TN
F-

α
 p

g/
m

l

 

Figura 28 - Efeitos da ativação precoce do sistema imune (DPN2) com LPS (50 µg/Kg) nos níveis IL-

1ß E TNFa no baço de ratos machos e fêmeas desafiados com 100µg/Kg da mesma endotoxina na 

idade adulta. SLM = machos tratados com solução salina no período neonatal e desafiados com LPS 

na idade adulta; LLM = machos tratados no período neonatal com LPS e desafiados na idade adulta 

com a mesma endotoxina; SLF = fêmeas tratadas no período neonatal com solução salina e 

desafiadas com LPS na idade adulta; LLF = fêmeas tratadas no período neonatal com LPS e 
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desafiadas com a mesma endotoxina na idade adulta. N= 4-5 grupo. ANOVA de 2 vias.a<p,0,05 em 

relação ao grupo SLM, * p< 0,05 em relação ao grupo LLM. 

A figura 29 ilustra os efeitos da ativação precoce do sistema imune com LPS 

(50 µg/Kg) nos níveis de IL-1ß E TNFa dos linfonodos de ratos machos e fêmeas 

desafiados com 100µg/Kg da mesma endotoxina na idade adulta. Nesse caso 

também, como houve interação entre os dados, foi aplicada a ANOVA de uma via. E 

o teste mostrou que houve diferenças significantes entre os níveis de IL -1ß dos 

diferentes grupos [F(3/9)= 125,4, P<0,001]. O teste post hoc indicou que os níveis 

dessa citocina foram maiores nos animais do grupo LLF em relação aos demais 

grupos. Não foram detectadas alterações nos níveis de TNFa dos diferentes grupos. 
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Figura 29 - Efeitos da ativação precoce do sistema imune (DPN2) com LPS (50 µg/Kg) nos níveis IL-

1ß E TNFa nos linfonodos de ratos machos e fêmeas desafiados com 100µg/Kg da mesma 

endotoxina na idade adulta. SLM = machos tratados com solução salina no período neonatal e 

desafiados com LPS na idade adulta; LLM = machos tratados no período neonatal com LPS e 

desafiados na idade adulta com a mesma endotoxina; SLF = fêmeas tratadas no período neonatal 

com solução salina e desafiadas com LPS na idade adulta; LLF = fêmeas tratadas no período 
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neonatal com LPS e desafiadas com a mesma endotoxina na idade adulta. N= 4-5 grupo. ANOVA de 

1 vias.a<p,0,05 em relação ao grupo SLM, * p< 0,05 em relação aos grupos SLF e  LLM. 

Experimento 7 - Efeitos da ativação precoce do sistema imune (DPN2) com 

LPS (50 µg/Kg) nos níveis de corticosterona plasmática de ratos machos e fêmeas 

desafiados com 100µg/Kg da mesma endotoxina na idade adulta. 

A ANOVA de 1 via indicou a existência de diferenças entre os grupos ( p< 

0.0001) e o teste de comparações múltiplas de Newman-Keuls indicou que houve 

aumento nos níveis do hormônio nos animais do grupo SLF em relação àqueles do 

grupo SLM. Além disso, verificou-se que os níveis do hormônio foram menores nos 

animais do grupo LLF em relação àqueles do grupo SLF. 
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Figura 30 - Efeitos da ativação precoce do sistema imune (DPN2) com LPS (50 µg/Kg) nos níveis de 

corticosterona plasmática de ratos machos e fêmeas desafiados com 100µg/Kg da mesma 

endotoxina na idade adulta. SLM = machos tratados com solução salina no período neonatal e 

desafiados com LPS na idade adulta; LLM = machos tratados no período neonatal com LPS e 

desafiados na idade adulta com a mesma endotoxina; SLF = fêmeas tratadas no período neonatal 

com solução salina e desafiadas com LPS na idade adulta; LLF = fêmeas tratadas no período 

neonatal com LPS e desafiadas com a mesma endotoxina na idade adulta. N= 4-5 grupo. ANOVA de 
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1 via  seguida pelo teste de Newman-Keuls ?<p,0,05 em relação ao grupo SLM, * p< 0,05 em relação 

ao grupo LLM. 

 

DISCUSSÃO 

A ativação precoce do sistema imune no DPN2 promoveu uma série de 

alterações comportamentais, tanto devidas ao tratamento quanto ao sexo, nos 

animais desafiados ou não, na idade adulta com a mesma endotoxina.  

Há mais de 20 anos, está bem documentado que infecções e inflamações 

causam o comportamento doentio nos animais. Esse comportamento está presente 

em diferentes espécies como roedores e humanos, sendo importante para lutar 

contra o microorganismo invasor, buscando a cura. Isso é possível graças à 

modulação do SI na atividade do sistema nervoso (PAVLOV; TRACEY, 2004; HAVA 

et al., 2006a; DANTZER; KELLEY, 2007b). Esse comportamento apresenta uma 

sintomatologia bastante variada, incluindo a diminuição na atividade exploratória e 

na ingestão de alimentos (LARSON; DUNN, 2001).  

O campo aberto foi introduzido por Calvin Hall (HALL, 1934), esse teste foi 

primeiramente usado para avaliar a emocionalidade. Hall define, em seu trabalho, o 

termo emocionalidade como um estado emocional formado por um grupo de reações 

orgânicas e expressivas que denotam uma condição de excitação no animal. Walsh 

e Cummings (WALSH; CUMMINS, 1976) reformularam o conceito passando a defini-

lo como uma entidade com componentes afetivos não-específicos do 

comportamento. 

Em seus experimentos, Hall (HALL,1936) mostrou que quando ratos eram 

expostos a um ambiente estranho, a defecação e o ato de urinar seriam índices de 

um estado emocional. Um roedor assustado e submetido a um estímulo estressor, 

representado por uma arena aberta, tenderia a “congelar”,  defecar e urinar. Em 

1936, realizou um novo experimento no campo aberto para examinar a relação 

existente entre a emocionalidade (medida pelos níveis de defecação) e a velocidade 

na atividade locomotora (medida pela distância atravessada por unidade de tempo). 

Como resultado, os ratos que mais se locomoviam, defecavam menos (HALL,1936).  
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Nos anos seguintes, esses experimentos foram reproduzidos por outros 

pesquisadores e a maioria confirmou os resultados anteriormente obtidos 

Ossenkopp e Mazmanian (OSSENKOPP; MAZMANIAN, 1985). Todavia, outros 

trabalhos que tentavam relacionar locomoção e defecação não foram consistentes, 

como o experimento realizado por PARÉ (PARE, 1964), que demonstrou que os dois 

parâmetros comportamentais avaliados no teste do campo aberto eram 

independentes.  

Whimbey e Denenberg (WHIMBEY; DENENBERG, 1967) decidiram avaliar os 

dados que tinham sido obtidos anteriormente nesse modelo, tendo em mente alguns 

critérios considerados por vários autores, que acreditavam que a atividade 

aumentada nos ratos expostos ao aparato poderia representar uma tentativa de fuga 

ao invés de exploração do ambiente novo. Seus experimentos demonstraram que 

uma correlação negativa entre atividade locomotora e defecação parecia estar 

restrita ao primeiro dia de exposição ao campo aberto.  

Apesar das controvérsias, quase 30 anos após o experimento inicial de Hall, 

Broadhurst (BROADHURST,1960) selecionou ratos geneticamente para alta e baixa 

defecação no teste do campo aberto, obtendo as linhagens de ratos Maudsley 

reativas e não-reativas. Essa seleção levou a outro resultado: os animais que 

defecavam mais eram menos ativos. Outras hipóteses foram criadas, levando em 

conta o trabalho de Broadhurst, entre elas a de que um substrato genético forte 

poderia atuar para gerar essa correlação negativa entre as duas variáveis 

comportamentais avaliadas no teste do campo aberto (FLINT, 2004). 

Outro aspecto considerado por alguns autores, e que talvez explicasse a 

variedade de resultados, é a influência do ambiente e do procedimento aplicado no 

comportamento dos animais submetidos a esse modelo experimental de ansiedade. 

O teste do campo aberto representaria não somente um ambiente novo e aversivo, 

mas também envolveria variáveis como separação social, linhagem, sexo e idade 

dos animais testados (isto é, geralmente as fêmeas apresentam os maiores níveis 

de locomoção em relação aos machos) (PALANZA, 2001), contato com o 

experimentador, tempo de duração do teste, iluminação, entre outras 

(SUÁREZ;GALLUP,1981), que poderiam estar, de alguma forma, gerar resultados 

contrastantes (WALSH; CUMMINS, 1976). 
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A despeito dos resultados contraditórios obtidos ao longo das últimas 

décadas, o teste do campo aberto é considerado como um bom modelo animal de 

ansiedade por sua sensibilidade bidirecional a tratamentos farmacológicos, 

avaliando o comportamento semelhante à ansiedade em várias espécies, incluindo 

animais transgênicos e camundongos knockout (CAROLA et al., 2002). 

O comportamento de roedores no campo aberto é sexualmente dimórfico, 

fêmeas exploram mais o campo aberto que machos. Analisando-se a atividade geral 

em campo aberto de fêmeas e machos dos grupos SLM e SLF verifica-se que o LPS 

administrado na idade adulta não alterou o dimorfismo sexual desses animais. De 

fato, as fêmeas apresentaram maior atividade locomotora e menor imobilidade que 

os machos, fato já conhecido na literatura. Por outro lado, nos animais dos grupos 

LLF e LLM, fêmeas apresentaram redução na frequência de locomoção, aumento na 

imobilidade e menores taxas de limpeza que aquelas do grupo SMF. O dimorfismo 

sexual não ocorreu na locomoção, mas permaneceu na imobilidade.  As fêmeas do 

grupo LLM apresentaram aumento da duração do tempo parado e redução na 

frequência de limpeza com relação aos grupos SLM e SLF. Estes dados indicam que 

ratas expostas neonatalmente ao LPS e desafiadas na idade adulta com a mesma 

endotoxina desenvolvem maior comportamento doentio que ratos machos na mesma 

condição.  

 Pitychoutis et al. (PITYCHOUTIS et al., 2009b) mostram diferenças entre a 

susceptibilidade de ratos e ratas a 100 µg/Kg de LPS na idade adulta quanto à 

atividade exploratória. Nesse sentido, machos são mais sensíveis à endotoxina que 

fêmeas. No presente trabalho, verificou-se o contrário. É, pois, possível que fêmeas 

expostas na infância a doenças respondam mais às doenças na idade adulta.  Este 

fato não ocorre na prole masculina. 

Por outro lado, Tenk et al. (TENK et al., 2008) mostram que a ativação imune 

por LPS nos DPN 3 e DPN 5 reduz de forma significante a atividade geral de ratos 

machos e não de fêmeas quando expostos novamente na idade adulta à mesma 

endotoxina. É, pois, possível que as diferenças encontradas entre o presente estudo 

e esses autores provavelmente, se devam ao dia de tratamento pós-natal.   
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Eventos perinatais têm efeitos em longo prazo no desenvolvimento do 

sistema nervoso e no comportamento. Além da origem genética das anomalias, 

fatores ambientais estão correlacionados, e eventos estressantes durante os 

períodos pré e pós-natal podem causar desenvolvimento deletério de funções 

cerebrais (KOEHL et al., 2001). Manipulações estressantes nesse período 

demonstram ser indutoras de alterações persistentes, levando a prejuízos cognitivos 

e emocionais, quando a prole se torna adulta (KOFMAN, 2002). A sensibilidade 

aumentada do eixo HPA, o sistema endócrino que controla a secreção de hormônios 

do estresse (corticóides), aparece como sendo o maior elemento dessas 

patogêneses. 

O rato, diferentemente do ser humano, nasce imaturo, sua primeira semana 

de vida representa os últimos estágios da vida de um bebê humano (MORGANE et 

al., 2002; BERNARDI, 2006). Então, seu eixo HPA não está pronto nos primeiros 

dias de vida e não pode responder da maneira esperada a um estímulo estressor. 

Dessa forma, a exposição precoce ao LPS pode ter alterado as respostas a um 

estresse na idade adulta, levando a alterações nos níveis de ansiedade. Um dos 

sinais do comportamento doentio é, sem dúvida, o aumento de ansiedade. Knox et 

al. (KNOX et al., 2009) mostram  que o desafio imunológico em períodos precoces 

da vida, leva a efeitos de longo prazo nas respostas programadas do eixo HPA, 

inclusive em processos ligados à puberdade.  

O LCE é um modelo animal validado do ponto de vista farmacológico, 

bioquímico e comportamental como teste de ansiedade no rato (PELLOW et al., 

1985). Sua funcionalidade como um modelo animal de ansiedade baseia-se na 

atividade exploratória espontânea e na aversão natural do animal pelos braços 

abertos. O número de entradas e tempo gasto nos braços abertos são usados como 

indicadores inversamente relacionados à ansiedade (PELLOW et al., 1985; HOGG, 

1996): quanto mais intensa a exploração dos braços abertos, menor a ansiedade.  

Várias manipulações são capazes de alterar o comportamento do rato nesse 

teste, observando-se aumentos seletivos na exploração dos braços abertos após a 

administração de ansiolíticos, como clordiazepóxido e diazepam (PELLOW et al., 
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1985). Consistentemente, agentes farmacológicos que provocam ansiedade 

diminuem a atividade exploratória nos braços abertos (PELLOW et al., 1985).  

A maioria dos trabalhos que utiliza o LCE relata redução na frequência de 

entradas e tempo gasto nos braços abertos de ratos submetidos à privação social, 

sugerindo que tal manipulação pode induzir ansiedade, tal como é medida por esse 

modelo (MOTTA et al., 1992; IMHOF et al., 1993; DA SILVA et al., 1996). Outros 

fatores também parecem influenciar a atividade exploratória no labirinto, entre eles a 

idade em que é introduzido o isolamento e a duração do mesmo (FRUSSA-FILHO et 

al., 1991; MAISONNETTE et al., 1993). 

Em relação aos ratos do grupo SLM, no LCE, as ratas do grupo SLF 

apresentaram maior número de entradas no braço fechado e ficaram mais tempo no 

centro do aparelho, fato indicativo do dimorfismo sexual entre os grupos. A primeira 

vista esses dados sugeririam maior ansiedade das fêmeas em relação aos machos 

de mesmo tratamento. No entanto, não foram observadas alterações no tempo 

despendido tanto no braço aberto como fechado desses animais. Desde que as 

fêmeas do grupo SLF apresentaram maior atividade geral no campo aberto que 

machos do grupo SLM, pode-se sugerir que esses resultados sejam indicativos da 

maior atividade exploratória das fêmeas em questão. 

Por outro lado, nos animais dos grupos tratados neonatalmmente com o LPS, 

verifica-se que a endotoxina reduziu o número de entradas no braço fechado dos 

dois sexos em relação aos não tratados neonatalmente. O dimorfismo sexual nesse 

caso foi preservado. Fêmeas do grupo LLF entram mais vezes no braço aberto em 

relação às fêmeas do grupo SLF, provavelmente, em razão de sua maior atividade 

exploratória observada em campo aberto. Os resultados da avaliação no LCE 

refletem as alterações promovidas pelo comportamento doentio na atividade geral 

dos animais. Importante, é que, nesse aparelho, o dimorfismo sexual não foi alterado 

pelo tratamento neonatal. Além disso, os resultados observados para o tempo de 

centro concordam com a hipótese do presente trabalho. 

O teste da natação forçada é considerado um teste farmacologicamente 

válido para avaliar a síndrome depressiva. É baseado na observação de que os 

ratos seguem, inicialmente, movimentos de fuga orientada e, posteriormente, 
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desenvolvimento de postura de flutuação imóvel no cilindro de água, na sessão de 

treinamento. Quando os animais são colocados de volta no cilindro de 

experimentação, 24 horas depois, retornam a essa postura rapidamente (ZANGEN 

et al., 2005). Essa postura foi interpretada por Porsolt et al. (PORSOLT et al., 1977) 

como a que leva o animal a um estado de desespero, que é induzido pela situação 

inescapável aprendida durante a primeira sessão do teste, a sessão de treinamento. 

A soma total do tempo que o animal demonstra esse comportamento é registrada e 

depois avaliada. Porsolt et al.  (PORSOLT et al., 1977) descrevem a postura de 

imobilidade como a manutenção somente dos movimentos necessários para manter 

o animal com a cabeça acima da água. 

Animais estressados no período pré-natal são caracterizados por altos níveis 

de ansiedade e alterações do tipo depressivas como aumento do sono paradoxal 

(DUGOVIC et al., 1999) e da imobilidade no teste de natação forçada (MORLEY-

FLETCHER et al., 2003). A diminuição na latência para parar de nadar e não no 

tempo de imobilidade sugere que isso seja causado por alterações motoras dos 

animais (LAZARINI et al., 2001).  

As ratas do grupo SLF não mostraram diferenças entre o tempo de flutuação 

quando comparadas aos ratos do grupo SLM. No entanto, observa-se dimorfismo 

sexual na latência para flutuar e no número de flutuações.   

  No teste de natação forçada, o tempo de flutuação corresponde ao tempo de 

duração de imobilidade dos animais, sendo esse parâmetro  denominado de  

behavioral despair ou desespero comportamental e pode ser considerado como uma 

resposta depressiva à impossibilidade de escapar (LAZARINI et al., 2001).  

No presente estudo, a administração neonatal de LPS e mesmo da 

endotoxina na idade adulta não causou alteração nesse parâmetro, exceto nos 

animais do grupo LLM. Nesse último caso, pode-se aventar que em machos a 

administração neonatal de LPS produziu sinais menores de depressão aguda frente 

ao desafio com a endotoxina, fato que não ocorreu com as fêmeas.  

No caso do número de flutuações, o dimorfismo sexual não ocorreu e todos 

os grupos apresentaram menores resultados que daqueles animais do grupo SLM.  
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Drossopouleou et al. (DROSSOPOULOU et al., 2004) investigaram a 

existência de diferenças nas respostas comportamentais sexualmente dimórficas, na 

atividade da serotonina e no eixo HPA.  Estes autores mostram dimorfismo sexual 

na ativação do eixo HPA, mais pronunciada em machos em alguns aspectos 

comportamentais. Entre os vários parâmetros medidos verificaram que fêmeas 

flutuaram mais que machos, sendo o comportamento sexualmente dimórfico. Nesse 

sentido, dados deste estudo concordam com os achados dos autores. 

 Na literatura já é fato bem estabelecido a maior sensibilidade de fêmeas à 

depressão em relação aos machos, havendo proporção de 1:2 (NESTLER et al., 

2002; BERTON; NESTLER, 2006), de acordo com os presentes resultados. 

A administração a ratos adultos de LPS produz alterações sexualmente 

dimórficas na serotonina e no eixo HPA. As fêmeas foram mais reativas que machos 

ao LPS (PITYCHOUTIS et al., 2009b) . É, pois, possível sugerir que a exposição 

neonatal ao LPS tenha reduzido a sensibilidade de machos ao LPS nesse modelo 

comportamental. Evidentemente, não se podem descartar possíveis influências de 

hormônios sexuais, como a testosterona e estrógeno, nesses resultados. Adiante 

essa hipótese será discutida.  

Resumidamente, os dados comportamentais deste trabalho mostraram que 

fêmeas expostas neonatalmente ao LPS, quando desafiadas na idade adulta com a 

mesma endotoxina, desenvolveram redução na atividade geral, característico de 

comportamento doentio e nenhuma alteração no modelo de depressão. Por outro 

lado, machos na mesma situação, não apresentaram alteração na atividade geral, 

mostraram maior ansiedade e redução de respostas similar à depressão na natação 

forçada. Estes dados são reforçados pelos resultados obtidos nos níveis de 

corticosterona.  

Vanbesien-Mailliot et al. e Viltart; Vanbesien-Mailliot et al.  (VANBESIEN-

MAILLIOT et al., 2007; VILTART; VANBESIEN-MAILLIOT, 2007) descrevem que 

ocorre uma reorganização permanente dos sistemas fisiológicos, em consequência 

de um  evento inflamatório isolado que ocorre no início da vida.  Esse fenômeno foi 

denominado de programação perinatal e tem relações com os presentes achados.  
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Fêmeas tratadas pré-natalmente com o LPS, ao receberem o desafio 

mostram menores níveis deste hormônio com relação àquelas fêmeas não 

desafiadas demonstrando que houve uma sensibilização ou programação perinatal 

ligada à resposta destes animais. A diminuição de corticosterona sérica no grupo 

LLF corrobora com a aumentada liberação de IL -1ß observada no linfonodo desse 

grupo.  

Segundo Pezeshki et al. (PEZESHKI et al., 1996) durante a inflamação o 

comportamento doentio e a síntese de IL -1ß são controladas pela corticosterona. 

Smyth et al. (SMYTH et al., 2004)  demonstrou que macrófagos de ratos expostos 

anteriormente aos glicocorticóides produzidos em resposta a um estímulo imune 

gerado pela endotoxina LPS apresentaram aumento na secreção de citocinas 

inflamatórias num segundo desafio com a mesma endotoxina demonstrando o papel 

dos glicocorticóides na  regulação tardia  de macrófagos. Goujon et al.(GOUJON et 

al., 1995) observou o aumento da IL -1ß no cérebro de ratos adrenalectomizados 

depois de um desafio com LPS. É fato conhecido o papel imunossupressor dos 

hormônios glicocorticóides (CLARK, 2007; KAINUMA et al., 2009; ZIMMERMANN et 

al., 2009). 

O aumento dos níveis de corticosterona no soro dos animais SLF corrobora 

com a reduzida liberação de IL-1ß no linfonodo observada neste grupo, concorda 

com a literatura no que se refere à imunossupressão e reafirma a programação 

perinatal sofrida pelas fêmeas do grupo LLF. Por outro lado, verifica-se que este fato 

não ocorreu em machos, o que confirma o dimorfismo sexual observado no 

comportamento.  

Finalmente, comentando ainda os presentes resultados, existem poucos 

trabalhos sobre os efeitos sexualmente dimórficos do LPS administrado no período 

neonatal investigado à luz do comportamento. Em particular Tenk et al. (TENK et al., 

2008), apresentam maior redução na locomoção que fêmeas. Como já comentado, é 

possível que os dados contrários obtidos neste e no trabalho de Tenk et al. (2008) 

sejam consequência do período e frequência de exposição neonatal. Por outro lado, 

não foram encontrados até o momento estudos que investiguem alterações na 

ansiedade e depressão como em nosso trabalho.  



90 
 

 
 

No início de 1980, as citocinas foram caracterizadas como moléculas de 

comunicação entre as células imunes e células endoteliais. O seu papel é 

fundamental na regulação da resposta imune e da coordenação da resposta do 

hospedeiro à infecção (OPAL; DEPALO, 2000).  

Citocinas no SNC estão envolvidas em diferentes mecanismos de regulação: 

início da atividade imune no SNC durante um processo inflamatório; regulação da 

barreira hematoencefálica; desenvolvimento de mecanismos de reparo após a lesão; 

regulação do sistema endócrino no eixo HPA; diferentes influências estimuladoras e 

inibidoras de neurotransmissores dopaminérgicos, serotoninérgicos, noradrenérgicos 

e colinérgicos. (ANISMAN; MERALI, 2003) .   

Ratas exibem maior sensibilidade comportamental ao LPS/citocinas que 

machos, observando-se inclusive alterações no comportamento sexual e na resposta 

de reforço ao açúcar. (AVITSUR; YIRMIYA, 1999; ANISMAN; MERALI, 2003). No 

entanto, experimentos in vitro relatam que macrófagos de machos desafiados com 

LPS produzem níveis mais altos de citocinas inflamatórias do que as células 

oriundas de fêmeas tratadas do mesmo modo (MARRIOTT et al., 2006), sugerindo 

que machos são mais susceptíveis a doenças produzidas por bactérias que fêmeas 

(ENGELAND et al., 2003). Ratas desenvolvem tolerância ao LPS administrado 

repetidamente de forma mais rápida que machos (ENGELAND et al., 2003), sendo 

esse fenômeno dependente do ciclo estral  (ENGELAND et al., 2006).  

Os presentes resultados mostram que a prole masculina de ratas exposta ao 

LPS respondeu de forma exacerbada ao desafio com LPS, evidenciado pelo 

aumento na celularidade do sangue e medula óssea, porém os níveis de 1L-1ß e 

TNFa foram diminuídos.  Por outro lado, nos dois parâmetros celulares não foram 

observadas alterações nas fêmeas do mesmo grupo, embora os níveis de citocinas 

1L-1ß e TNFa se apresentassem maiores. 

Por outro lado, em machos os dados são instigantes. Esses animais quando 

tratados neonatalmente com LPS apresentam aumento na celularidade do sangue e 

medula óssea em relação a ratos não tratados neonatalmente e respostas no teste 

de natação forçada compatível com depressão. 
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Assim, neste trabalho, embora as fêmeas neonatalmente expostas ao LPS 

não tenham apresentado alterações na celularidade do sangue e medula óssea, 

observou-se que em relação  à dosagem de citocinas no linfonodo, as fêmeas do 

grupo LLF secretaram mais IL-1ß que machos de mesmo tratamento e muito mais 

que fêmeas do grupo SLF; resultados similares foram vistos quando da dosagem de 

TNFa, porém sem significância estatística. Isso mostra que as células do linfonodo 

de fêmeas estão mais ativadas que machos, sugerindo que fêmeas do grupo LLF 

respondem mais rapidamente a injúria que machos dos grupos SFM e LLM e fêmeas 

do grupo SLF.  

No baço não foram observadas alterações entre os grupos nos níveis de IL -

1ß, porém, fêmeas do grupo LLF secretaram mais TNFa que fêmeas e machos dos 

grupos não tratados neonatalmente; no grupo LLM houve menor secreção de TNFa. 

Logo, é possível que a exposição neonatal aumente a resposta de TNFa na idade 

adulta, ou seja, também produz alteração na programação perinatal. 

Verifica-se que no soro existe dimorfismo sexual nas secreções de IL -1ß e 

TNFa. O tratamento com LPS na idade adulta aumentou a secreção de IL-1ß em 

relação aos machos de grupo de mesmo tratamento. No soro não houve diferenças 

estatisticamente significantes entre todos os grupos.  

Resultados de estudos anteriores constataram que a tolerância a ambos os 

efeitos fisiológicos e comportamentais ao LPS formam-se muito rapidamente, muitas 

vezes após uma única exposição (LANGHANS et al., 1991; ROTH et al., 1997; 

PORTER et al., 1998). Esse desenvolvimento da tolerância parece estar relacionado 

à prevenção de processos inflamatórios excessivos (ZIEGLER-HEITBROCK, 1995), 

e é mediada pela diminuição da secreção de citocinas pró-inflamatória pelos 

macrófagos (KNOPF et al., 1994; ZEISBERGER; ROTH, 1998)  e, em parte, por 

uma diminuição da capacidade de resposta para as citocinas por eles próprios  (HE 

et al., 1992) .  

Chelvarajan et al. (CHELVARAJAN et al., 2004) mostraram, pela primeira vez, 

que macrófagos de ratos neonatais, apesar de presentes em números comparáveis 

com os dos adultos, são qualitativamente diferentes de macrófagos de adultos e 

apresentam falhas na secreção de uma variedade de citocinas. Em particular, 
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macrófagos de neonatos são falhos na secreção de IL -1ß, IL -6, IL -12 e TNFa. O 

defeito na produção de algumas citocinas resulta da supressão de IL-10, cuja 

produção é elevada no recém-nascido. Essas falhas na produção de citocinas por 

macrófagos neonatais podem ainda estar relacionadas a defeitos na expressão dos 

Toll-like Receptors como o TLR-2, TLR-4 e CD14, os mediadores-chave da ativação 

dos macrófagos por  bactérias  fato que pode gerar uma determinada programação 

perinatal. 

A susceptibilidade a infecções bacterianas comumente observada em 

neonatos, parece estar relacionada, principalmente como resultado de uma redução 

da secreção de citocinas como TNFa, IL -1ß, e IL-6, em comparação com animais 

adultos (CHRISTENSEN et al., 1991; SCHIBLER et al., 1992; LIECHTY et al., 1993; 

SCHIBLER et al., 1993). Sugerindo que o cérebro de neonatos é muito mais sensível 

a citocinas que o de adultos, pois mesmo com a deficiência característica desse 

período de desenvolvimento ocorrem sérias lesões no sistema nervoso de animais 

submetidos a infecções no período neonatal. 

Stoll et al. (STOLL et al., 2002a)  demonstraram em estudo que as infecções 

em prematuros predispõem a complicações severas como a leucomalácea 

periventricular e hemorragia severa intraventricular. Relataram que de 84 casos de 

sepse ocorridos em crianças prematuras 60,7% eram causadas por bactérias Gram-

negativas e a Escherichia coli era responsável por 44% de todas as infecções. 

 Receptores de  IL-1ß estão distribuídos por todo o  cérebro, com maior 

densidade no hipocampo (SCHNEIDER et al., 1998).   Por essa  razão, o hipocampo 

é reconhecido por ser particularmente vulnerável a alterações relacionadas à 

ativação do sistema imune (LYNCH, A. M. et al., 2004; LYNCH, N. J. et al., 2004) e a 

ativação imune periférica por agentes como o LPS aumentam a proteína IL-1ß 

dentro do hipocampo  (SCHOBITZ et al., 1994).  

O hipocampo, suas projeções e estrutura final desenvolvem-se nas primeiras 

semanas pós-natal e são extremamente sensíveis a sinais neuroquímicos como 

citocinas ou hormônios nesse período(LOY; MILNER, 1983; MILNER et al., 1983; 

ROSKODEN et al., 2004). 
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 Bilbo et al. (BILBO et al., 2005) relatam que a arquitetura básica astroglial no  

hipocampo é alterada pela infecção neonatal por E.coli.  Astrócitos  fornecem 

suporte nutricional, estrutural e homeostático aos neurônios,  e desempenham um 

papel fundamental na resposta do CNS a ferimentos ou infecções e é uma 

importante fonte de citocinas pró-inflamatórias (KOPNISKY et al., 1997).  Astrócitos 

desempenham um papel importante na determinação do número e da conectividade 

das sinapses neuronais no  CNS durante o desenvolvimento, particularmente 

durante a primeira semana pós-natal (ULLIAN et al., 2001).  

Bilbo et al. (BILBO et al., 2005) ainda sugerem que astrócitos parecem ser 

mais sensíveis e reativos a estímulos inflamatórios em ratos tratados neonatalmente 

com E.  coli, em comparação a ratos tratados com PBS. Infecções neonatais podem  

induzir mudanças de longo prazo, no estado de ativação de células gliais no cérebro, 

de tal forma que a resposta a um sinal inflamatório subsequente  é alterada.  

Qualquer alteração na reatividade glial durante o período neonatal pode, então, ter 

consequências significativas para o curso e amplitude da  produção de citocinas na 

idade adulta.  

Pang et al. (PANG et al., 2003) descobriram que a  injeção intracerebral de 

LPS em ratos neonatos induzia grande  aumento das concentrações de IL -1ß e 

TNFa no cérebro e  resultou em lesão seletiva da substância branca. Dados 

experimentais indicam que citocinas inflamatórias  podem ser neurotóxicas in vitro e 

in vivo e podem aumentar a  permeabilidade da barreira hematoencefálica de 

prematuros (JEOHN et al., 1998; MALAEB; DAMMANN, 2009) .  

Os efeitos protetores do receptor antagonista da  IL-1 (IL-1ra) e anticorpos 

anti TNFa em lesões cerebrais induzidas por hipóxia/isquemia forneceram 

evidências de que as citocinas inflamatórias têm um papel importante na mediação 

da lesão cerebral neonatal (BARONE et al., 1997; BARONE et al., 1998). Estudos in 

vitro mostram que a IL-1ß promove  morte de oligodendrócitos através da 

excitotoxicidade do glutamato  (TAKAHASHI et al., 2003).  TNFa induz danos à 

barreira hematoencefálica in vivo (MEGYERI et al., 1992; ABRAHAM et al., 1996; 

MEGYERI et al., 1999) e causa a morte de oligodendrócitos  in vitro  (SELMAJ, K. 

W.; RAINE, 1988; SELMAJ, K. W. et al., 1990).   
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O TNFa também foi relatado por atenuar a neurotoxicidade induzida por N-

metil-Daspartase  (ALLEN, 1999), promover a proliferação de células progenitoras 

de oligodendrócitos  e remielinização in vivo (ARNETT et al., 2001), e proteger os 

neurônios contra  a toxicidade peptídio-amilóide in vitro (BARGER et al., 1995).  

Cai et al. (CAI et al., 2004)  demonstrou  que a IL-1ß também pode induzir  a 

morte por apoptose em células  do cérebro de ratos recém-nascidos. Além disso, 

demonstraram que a IL-1ß causa diretamente prejuízo ao desenvolvimento de 

oligodendrócitos no cérebro de ratos recém-nascidos. 

Leucócitos infiltrados e micróglia ativados foram  propostos como 

contribuintes dos danos induzidos por hipóxia/isquemia e inflamação na substância 

branca em bebês extremamente prematuros (DAMMANN et al., 2003; DAMMANN; 

LEVITON, 2004) . Essa hipótese é apoiada pela observação de que lesões mais 

graves estavam nos cérebros de ratos tratados com IL-1ß em comparação com os 

dos ratos tratados com TNFa (ALY et al., 2006). 

Bilbo et al. (BILBO et al., 2005) observaram mudanças de astrócitos no 

cérebro em resposta a um desafio imune periférico e não observaram diferenças de 

citocinas ou níveis de endotoxina no soro, sugerindo que as mudanças induzidas 

neonatalmente foram específicas para o CNS e não foram simplesmente o resultado 

de uma alteração na depuração do LPS  na periferia o que também pode ser a 

justificativa para o não aumento dos níveis de citocinas nas dosagens feitas no  

sangue, baço e linfonodos do presente trabalho . 

 Estudos histoquímicos revelaram que a IL-1, IL-6,  e TNFa são expressos em 

neurônios e células gliais  dentro do sistema nervoso central em condições não 

inflamatórias .  Após a infecção ou trauma, as citocinas  são expressas em 

quantidades muito maiores. Destacam-se  para o entendimento da depressão maior 

que a aquela é  acompanhada por uma ativação moderada do sistema de resposta 

inflamatória (ADLER et al., 2008; MISENER et al., 2008). Alguns estudos têm 

mostrado  aumento da secreção de IL-6 e IL-8 e aumento da indução mitógena  na 

produção de citocinas pró-inflamatórias  como a IL-1ß, IL-6 e INF na depressão 

(BOB et al.; MAES, 1999 ; VAN WEST; MAES, 1999; BONACCORSO et al., 2001; 

MAES, 2001b; a; MAES et al., 2001 ; WICHERS, M.; MAES, 2002; BONACCORSO 
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et al., 2003; SCHIEPERS et al., 2005; WICHERS, M. C. et al., 2007; MAES, 2008) o 

que corrobora com os presentes resultados já que fêmeas apresentaram maior 

secreção das citocinas IL-1ß e TNFa e como proposto pela literatura, fêmeas 

apresentam uma tendência maior a depressão que machos. 

Relevantes para esse ponto, foi demonstrado recentemente que 

camundongos deficientes em receptores de TNFa mostraram tempo de imobilidade  

reduzido no teste de natação forçada, confirmando o papel do TNFa nas respostas 

comportamentais da depressão (SIMEN et al., 2006). De fato, os machos do 

presente trabalho apresentaram menores dosagens de TNFa circulante e 

apresentaram tempo de imobilidade reduzido. 

Diversos estudos de neuroimagem têm relatado uma diminuição dos núcleos 

da base em pacientes com depressão, sugerindo que anormalidades anatômicas e 

neurodegenerativas podem participar da patofisiologia da depressão (LACERDA et 

al., 2003) . 

Já é bem estabelecido também o dimorfismo sexual no  resposta imune.  

Tanto a imunidade humoral e a mediada por células são  mais ativas em fêmeas que 

em machos e estudos confirmam que hormônios gonadais desempenham um papel 

importante na regulação da função imune (NUNN et al., 2009; DE LEON-NAVA; 

MORALES-MONTOR, 2006).  

O estradiol apresenta feitos imunoestimulantes sobre a imunidade humoral e 

efeitos imunossupressores sobre imunidade celular, enquanto a testosterona 

demonstra efeitos imunossupressores sobre a proliferação das células B e T e na 

ativação de macrófagos em ratos e camundongos (GIGLIO et al., 1994; WICHMANN 

et al., 1997). Leon-Nava e Morales-Montor (DE LEON-NAVA; MORALES-MONTOR, 

2006) relatam um achado interessante em seus estudos, havia dimorfismo sexual 

apenas no percentual de macrófagos, e estavam presentes  no sexo masculino em 

número quase três vezes superior em relação as fêmeas. Os dados desse estudo 

assemelham-se aos achados no presente trabalho no que se refere a dosagem 

sanguínea de células mononucleares em machos do grupo LLM em relação a 

fêmeas SLF e LLF. 
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Receptores de estrógeno foram detectados  não somente no clássico tecido 

reprodutivo, mas também em populações de células imunes,  incluindo linfócitos, 

monócitos e macrófagos (DANEL et al., 1981)  e até mesmo dentro da glia, micróglia 

e astrócitos (BEYER et al., 2002; BEYER et al., 2003).  Em conjunto, essas 

observações sugerem que o estrógeno pode afetar diretamente a função celular, 

incluindo a expressão de genes de citocinas (CZLONKOWSKA et al., 2005).  

 Esse fato explicaria a maior produção de citocinas nas fêmeas do presente 

trabalho, embora na avaliação da imunidade celular não se tenha observado 

modificações. O estrógeno não conseguiu diminuir a produção de IL -1ß e TNFa nos 

experimentos deste estudo, pois as fêmeas estavam em pró-estro e estro, quando 

se tem maior concentração de estrógeno circulante. 

 O 17ß-estradiol  é o principal estrógeno circulante nas fêmeas e estudos têm 

demonstrado que a função cardiovascular e imunológica de roedoras fêmeas é 

preservada quando estão em  fase de pró-estro,  após trauma e insulto hemorrágico 

(ANGELE et al., 1999; JARRAR et al., 2000; KNOFERL et al., 2000; ANGELE et al., 

2001; SAMY et al., 2001; KNOFERL et al., 2002). O  estrógeno controla ainda a 

diferenciação e plasticidade das distintas populações neuronais  no cérebro em 

desenvolvimento, aumenta a neurogênese, modula a sinaptogênese e influencia a 

proliferação axonal (PICAZO et al.; GARCIA-SEGURA et al., 1999). O estrógeno 

também regula a atividade dos neurotransmissores dentro de diversas  populações 

neuronais (SUMNER; FINK, 1993; FINK et al., 1996; SUMNER et al., 2007). Junto 

ao efeito de reforço do estrógeno sobre a  imunidade mediada por células, foi 

demonstrada que o mesmo  reduz  a quimiotaxia de neutrófilos (MIYAGI et al., 1992) 

o que pode justificar a não alteração de leucócitos polimorfonucleares nas fêmeas 

deste trabalho, já que os neutrófilos não migraram da circulação . 

Assim, pode-se sugerir que embora a quimiotaxia das fêmeas não esteja 

alterada, essas células estariam mais ativadas. Pode-se pensar sobre o fato de tanto 

a IL-1ß como o TNFa inibirem a síntese de hormônios sexuais (CANNON et al., 

1998) . Como o estrógeno pode ser inibido pela IL -1ß, bastante aumentada nas 

fêmeas do presente trabalho, a diminuição da síntese do hormônio feminino pode 

determinar também a diminuição de um possível efeito protetor, o que promove o 

aumento do comportamento doentio e a maior liberação de IL -1ß explicado por um 
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mecanismo de feedback. Neste trabalho, no período neonatal, quando as fêmeas 

foram sensibilizadas, não havia a interferência hormonal, porém no desafio na idade 

adulta todas estavam sob o efeito do estrógeno (pró-estro e estro). Esse fato pode 

também justificar os resultados nos níveis de corticosterona em fêmeas deste 

estudo.  

 Contrariamente , evidências têm indicado que o estrógeno diminui a produção 

de TNFa, IL-1ß e IL-6 em diversas linhagens celulares. Os hormônios sexuais inibem  

a produção e/ou liberação de TNFa em monócitos periféricos derivados da medula 

óssea (BERNARD-POENARU et al., 2001). As proteínas e os níveis de RNA 

mensageiro para essas citocinas pró-inflamatórias aumentam após a menopausa 

natural ou cirúrgica e diminuem com a reposição de estrógeno. No entanto, a 

capacidade do estrógeno em reprimir a indução de genes de citocinas pode variar 

conforme o tecido (DESWAL et al., 2001).   

Em contrapartida, a testosterona exerce efeitos imunossupressores  sobre as 

funções imunológicas (ANGELE et al., 1997; ANGELE et al., 1998; ANGELE et al., 

2000).  O LPS tem um impacto inibidor nos níveis de esteróides masculinos.  Essa 

inibição é mediada pela produção de IL-1ß e TNFa  são responsáveis pela redução 

das concentrações plasmáticas de testosterona circulante em ratos (CANNON et al., 

1998). No presente caso, ocorreu aumento na celularidade sem ativação desas 

células, pois os níveis de citocinas não estavam alterados.  

Em relação aos machos, a IL-1ß, que não está aumentada neste experimento, 

não inibiu a produção de testosterona e, assim, permitiu que o hormônio 

desempenhasse seu papel anti-inflamatório. A testosterona parece não interferir na 

proliferação celular, já que machos do grupo SLM apresentam maior celularidade 

que fêmeas do grupo SLF. Pode-se pensar então, na ação desse hormônio na 

ativação dessas células, pois, apesar do aumento na celularidade do sangue e da 

medula óssea os níveis de citocinas não foram alterados. Neste mesmo sentido 

podemos pensar na possibilidade do estrógeno não estar sendo inibido pela IL-1ß 

mas sim, promovendo um efeito pró inflamatório, já que as fêmeas do grupo SLM 

não apresentaram aumento da celularidade, mas demonstraram ativação celular 

com altas taxas de produção de citocinas, principalmente IL -1ß. 
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Uma explicação para os dados conflitantes nos resultados dos machos no 

presente trabalho, poderia ser explicado por problemas temporais na avaliação dos 

níveis das citocinas. Assim, o fato de machos do grupo LLM não demonstrarem 

alterações significativas nas dosagens de IL -1-ß e TNFa pode estar relacionado ao 

momento em que a dosagem dessas citocinas foi feita, ou seja, duas horas após o 

desafio, o que pode não refletir o pico de suas secreções. Dosagens de citocinas na 

4º, 6º e 12º horas pós-desafio poderiam constatar o aumento dessas citocinas.  

Nesse sentido, machos parecem apresentar uma resposta mais lenta a injúria e 

fêmeas uma resposta mais rápida, pois ratas deste experimento apresentaram altas 

taxas de liberação de citocinas já na 2º hora pós-desafio. 

 Além disso, Walker et al. (WALKER et al., 2004a; WALKER et al., 2004b)  

relataram que  ratos adultos tratados com LPS prenatalmente exibem atraso 

significativo no  pico de IL -1ß em resposta ao LPS na idade adulta, em comparação 

aos ratos controle o que justifica estes resultados. 

Outra possível explicação é o dimorfismo sexual,  influenciando a sinalização 

estimulada por LPS.  Pode-se especular que moléculas de LPS da via sinalizadora,  

como a LBP, MD-2, CD14, Toll-like Receptor 4, resposta de diferenciação primária 

do gene 88 ou do receptor de IL-1  associados à quinase podem ser influenciadas 

por hormônios sexualmente dimórficos, ou estes hormônios influenciem fatores de 

estabilidade do RNA mensageiro das citocinas. Entretanto, outras explicações  

poderiam estar nas vias de sinalização das citocinas (MARRIOTT et al., 2006). 

  O comportamento doentio é mediado centralmente. Como receptores 

específicos para citocinas como a IL-1ß e o TNFa existem em todo o cérebro e a 

administração periférica de IL -1ß ou TNFa  induz a expressão central destas 

citocinas (HOPKINS; ROTHWELL, 1995; ROTHWELL; HOPKINS, 1995; LUHESHI 

et al., 1997), que, por sua vez,  podem  alterar tanto a atividade neural como a 

comportamental (DANTZER, 2001a; HOPKINS, 1995 ) Assim, o comportamento 

doentio esta diretamente relacionado aos níveis de citocinas inflamatórias. 

  Presentemente, as fêmeas tratadas neonatalmente com LPS mostraram 

maiores níveis de citocinas que machos e, paralelamente , maior comportamento 

doentio que os mesmos. Por outro lado, não se observou alteração na celularidade 
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sangue-medula óssea, mas estas ratas apresentaram maiores níveis de 

corticosterona que fêmeas não tratadas neonatalmente. Esse conjunto de respostas 

das fêmeas seria uma estratégia comportamental para evitar a transmissão de 

doenças a sua prole e sua comunidade (AVITSUR et al., 1997a; AVITSUR et al., 

1997b; AVITSUR; YIRMIYA, 1999). O “imprinting” neonatal com LPS facilitou esta 

estratégia. 

 Ao contrário, os machos não apresentaram alterações nos níveis de citocinas, 

porém apresentaram maior proliferação celular, o que não leva ao comportamento 

doentio. É fato conhecido que entre machos a competição para acasalar bem como 

para manter a hierarquia social é grande e a expressão do comportamento doentio 

levaria o animal à inferioridade dentro do seu grupo (YIRMIYA et al., 1995; 

AVITSUR; YIRMIYA, 1999). 

 A exposição neonatal ao LPS não promoveu comportamento doentio nesses 

animais frente ao desafio na idade adulta o que concorda com o acima proposto, 

porém, levou esses animais à redução da depressão no modelo de natação forçada, 

o que contribui para a estratégia de defesa dentro do grupo, embora esteja sob a 

ação da endotoxina (AVITSUR et al., 1995). 

Finalmente, desde que estudos sobre os efeitos da ativação no período 

perinatal relacionados ao dimorfismo sexual são raros ainda, e podem ter 

implicações clínicas, esses resultados poderão contribuir para a etiologia de doenças 

ligadas ao sexo. 
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CONCLUSÃO 
 

Os presentes resultados permitem concluir que: 

1) A exposição neonatal no 2º dia de vida da prole feminina e masculina de ratas à 

solução salina e que receberam o desafio com LPS na idade adulta:  

• Não alterou o dimorfismo sexual no modelo do campo aberto, pois as fêmeas 

apresentaram maiores freqüências de locomoção e levantar que machos, embora 

sem significância estatística. No entanto, o tratamento neonatal reduziu a 

imobilidade de fêmeas em relação aos machos do mesmo grupo.  

• No labirinto em cruz elevado verificou-se nestes animais aumento  na entrada 

nos braços fechados e no tempo de centro das fêmeas em relação aos machos do 

mesmo grupo. 
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• No teste de natação forçada notou-se que neste grupo as fêmeas flutuaram 

menos que machos do mesmo grupo. 

• No número de leucócitos circulantes no sangue verificou-se não houve 

alterações entre o número de células de fêmeas e machos do mesmo grupo; 

• No número total de células da medula óssea verificou-se redução significante 

em fêmeas com relação aos machos do mesmo grupo; 

•      Nos níveis de IL -1ß e TNFa do soro, baço e linfonodo e nos níveis de 

corticosterona plasmática não foram observadas diferenças entre fêmeas e machos 

do mesmo grupo.  

 Estes resultados permitem sugerir que fêmeas expostas somente na idade 

adulta ao LPS apresentaram maior atividade motora que machos e menores sinais 

depressão-like no modelo de natação forçada. Com relação aos parâmetros imunes 

notou-se que houve redução da celularidade da medula de fêmeas em relação a 

machos do mesmo grupo. Os demais parâmetros imunes não foram modificados 

bem como os níveis de corticosterona plasmática que expressam alterações ligadas 

ao estresse.  

 

2) A exposição neonatal no 2º dia de vida da prole feminina e masculina de ratas à 

endotoxina LPS e que receberam o desafio com a mesma endotoxina na idade 

adulta:  

•   Alterou o dimorfismo sexual no modelo do campo aberto, pois as fêmeas não 

apresentaram diferenças estatísticas em relação aos machos do mesmo grupo.  No 

entanto, o tratamento neonatal associado ao desafio com LPS  aumentou a 

imobilidade de fêmeas em relação aos machos do mesmo grupo. 

•   No labirinto em cruz elevado houve preservação do dimorfismo sexual, porém 

verifica-se que fêmeas apresentaram menor atividade neste modelo que machos. 

Por outro lado, os ratos machos apresentaram redução nas entradas do braço 

fechado e no tempo de centro. 
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•   No teste de natação forçada machos desafiados com a endotoxina 

apresentaram menor tempo de flutuar sugerindo menores sinais de depressão que 

as fêmeas. Neste teste o dimorfismo sexual foi preservado;  

 

•   No número de leucócitos circulantes no sangue verificou-se houve aumento no 

número de células de machos desafiados em relação a fêmeas do mesmo grupo e 

dos demais grupos; 

 

•   No número total de células da medula óssea verificou-se aumento significante 

em machos desafiados com a endotoxina em relação aos demais grupos; 

 

•   Nos níveis de IL-1ß do soro houve redução nos machos desafiados com a 

endotoxina não havendo diferença significante no baço e linfonodo e nos níveis de 

corticosterona plasmática. Por outro lado, nestes animais não se observou 

diferenças significantes nos níveis de TNFa do soro, baço e linfonodo em relação ao 

próprio grupo controle e às fêmeas dos dois grupos. Com relação á corticosterona 

não se verificou alterações nestes níveis. 

 

•   Nas fêmeas desafiadas com o LPS não se observou alterações nos níveis das 

citocinas no soro. No baço nota-se aumento nos níveis de TNFa e de IL-1ß no 

linfonodo. Nestas fêmeas desafiadas com o LPS verificou-se redução nos níveis de 

corticosterona plasmática em relação ao seu respectivo grupo controle.  

 Estes resultados sugerem que a exposição neonatal ao LPS associada na 

idade adulta a um desafio com a mesma endotoxina produz maior comportamento 

doentio em fêmeas e aumento dos níveis de citocinas no linfonodo, porém não se 

observaram alterações nos demais tecidos. Por outro lado, estas fêmeas 

apresentaram menores níveis de corticosterona plasmática que seu controle fêmea. 

 Portanto, pode-se concluir que a exposição neonatal ao LPS promove 

alterações comportamentais, imunes e bioquímicas que são sexualmente dimórficas 

na idade adulta. Por outro lado, estes animais quando expostos á uma segunda 
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infecção experimental pela endotoxina apresentam sensibilização ou alteração na 

programação perinatal ligada à resposta ao LPS. 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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