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RESUMO

No inicio da década de 50 foi primeiramente descrito que mamiferos apresen-
tam um periodo de hiporresponsividade ao estresse, durante o qual estimulos nor-
malmente estressores ndo elicitam uma resposta classica, com aumento de glicocorti-
coides circulantes. Desde entdo, tem-se estudado intervenc¢des nesse periodo e efeitos
na idade adulta. Algumas intervencgdes, consideradas severas, conseguem induzir res-
posta ao estresse, como separacdo maternal repetida (mais de 30 minutos por dia) e
privacdo materna (separa¢dao da mae por 24h ou mais). No entanto, intervencdes mo-
deradas, como a manipulacdo neonatal (separacdo acompanhada de manipulagdo gen-
til durante 1 a 10 minutos por dia), ndo desencadeiam resposta ao estresse, mas levam
a uma série de alteragdes morfofuncionais e comportamentais, indicando que algum
tipo de resposta as variagdes ambientais esta presente. Existem muitos trabalhos des-
crevendo os efeitos a curto e longo prazo da manipulacdao neonatal, no entanto pouco

se sabe sobre os mediadores de tais alteragdes.

As citocinas imunoldgicas vém sendo descritas como de grande importancia pa-

ra o funcionamento do sistema nervoso central (SNC), tanto em processos patoldgicos
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guanto fisiolégicos. Estdo presentes durante a formacdo e desenvolvimento do SNC
desempenhando fungdes como indugao da proliferagdo, migracao e diferenciagdo ce-

lular.

Nesse contexto, ao estudarmos o perfil citocinérgico no hipocampo de ratos
manipulados até o 52 dia de vida pds-natal, encontramos aumento nos niveis de inter-
leucina 1 beta (IL-1B) e redugdo nos niveis de interleucina 6. A IL-1[3 tem sido descrita
como um importante indutor de neurogénese hipocampal em animais jovens e adul-
tos, enquanto a interleucina 6 apresenta efeito oposto. Juntos, o aumento de IL-1B e a
redugao de IL-6 podem estar criando um ambiente favoravel a proliferagao celular hi-
pocampal que, por sua vez, pode estar envolvido nas altera¢des cognitivas e de regula-
¢do do eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal encontradas em animais manipulados no pe-

riodo neonatal.
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1. INTRODUCAO

1.1 Periodo Perinatal

Ao longo do processo evolutivo alguns grupos de animais desenvolveram estra-
tégias de sobrevivéncia complementares e alternativas a estratégia vigente de procriar
em grandes numeros e curtissimos espagos de tempo, assumindo novas razdes energia
gasta/sucesso reprodutivo. As proles sdo relativamente menores do que as de outros
animais, no entanto, o emprego do cuidado parental funciona como uma forma adi-
cional de garantir a sobrevivéncia do individuo e o sucesso da espécie. Os ratos e hu-
manos estdo entre os principais exemplos, uma vez que sdo animais altriciais: nascem
com sistemas motor e sensorial pouco desenvolvidos, dependendo do cuidado paren-

tal para sobreviver.

O periodo de tempo que circunda o nascimento é chamado de periodo perina-
tal variando muito de duragdo entre diferentes espécies, estando muito bem caracteri-
zados em ratos. Constitui um periodo critico da vida no qual as experiéncias vividas

pelo animal irdo influenciar de forma definitiva seu desenvolvimento e suas caracteris-
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ticas morfofisioldgicas e comportamentais quando jovem e adulto. O cuidado parental
é essencial durante esse periodo, sendo que a experiéncia vivida pelos genitores pode
alterar o cuidado para com a prole, funcionando como uma via de informacao do con-
texto externo para os filhotes (Macri et al. 2007). As alteragdes do cuidado parental
por sua vez induzem a alteragdes significativas no desenvolvimento do filhote, como se
fosse uma tentativa de preparar o animal para o ambiente no qual ele ird viver. A a-
daptacdo desse animal, no entanto, dependera de fatores como o ambiente continuar
o mesmo durante desenvolvimento e de o organismo desse animal ter interpretado
corretamente as dicas passadas através do cuidado parental (Liu et al. 1997; Wiirbel

2001).

Durante esse periodo o filhote apresenta toda uma biologia diferenciada, sendo
esta o substrato sobre o qual irdo atuar possiveis intervengdes, gerando modificacGes
a longo prazo. Como ja citamos acima, sdo animais altriciais: capacidade de locomoc¢ao
extremamente reduzida, audicdo ineficiente, olhos fechados e sistema nervoso imatu-
ro, sendo o tato, o olfato e as vocalizacGes as principais formas de interagcdo com o
mundo. Uma caracteristica marcante da fisiologia do neonato é a hiporresponsividade
ao estresse, traduzida por uma resposta inexistente ou atenuada do eixo hipotdlamo-
hipdfise-adrenal (eixo HHA) a estimulos normalmente considerados estressores para

animais jovens e adultos (Levine 1957a; Levine 1962; Levine 2001).

1.2  Experiéncias no Periodo Perinatal e Desenvolvimento

A nogdo de que as experiéncias no periodo neonatal podem influenciar o com-

portamento e a fisiologia do adulto ja vem de muito tempo, datando do inicio do sécu-
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lo XX com as sugestGes de Freud de que a neurose advinha de experiéncias da infancia

(Freud 1918; Macri et al. 2011).

A partir de meados do mesmo século o tema comegou a atrair interesse da co-
munidade cientifica e evidéncias experimentais comegaram a ser produzidas
(Weininger 1954; Macri et al. 2011). A partir de entdo inumeras evidéncias ddo supor-
te e descrevem a influéncia das experiéncias no periodo neonatal sobre o repertério
comportamental e a homeostasia do adulto nas mais diversas espécies: pdssaros
(Groothuis et al. 2005); porcos-da-india (Hennessy et al. 2006), ratos (Padoin et al.

2001); camundongos e primatas ndo-humanos(Cirulli et al. 2009).

Os modelos animais que visam estudar como o ambiente neonatal pode influ-
enciar o desenvolvimento do animal podem ser divididos, de forma geral, em dois ti-
pos de intervencdo: moderada e severa. Como exemplos de intervencdes moderadas
temos o forrageamento® sob condicdes de desafio moderado(Macri et al. 2007) e o
procedimento conhecido por gentling, handling ou manipulacdo, primeiramente des-
crito por Otto Weininger na década de 50 (Weininger 1954) e Seymour Levine (Levine
1957a; Levine 1957b). Uma variacdo desse ultimo modelo é a intervencdo utilizada
nesse trabalho e sera abordada em mais detalhes posteriormente. Dentre as formas
de intervencdo severa temos o forrageamento sob alta demanda (Macri et al. 2007),
separagdao maternal prolongada (Macri et al. 2004b; Riiedi-Bettschen et al. 2004) e

exposicdo a altos niveis de corticosterona (Yorty et al. 2004). As interven¢ées modera-

1 . ; ~ .
No caso de roedores, e no contexto apresentado, consiste na saida da mae do ninho para a
busca de alimento.
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das e severas diferem ndo apenas na intensidade da intervencdo, mas também quanto
a resposta ao estimulo e ao desfecho no repertério comportamental e fisioldgico do

animal ainda quando filhote e também na idade jovem e adulta (Macri et al. 2011).

1.2.1 Intervengles Severas e suas Repercussoes

Dentre os principais paradigmas de estresse neonatal severo estao a separagao
maternal prolongada, 4 a 6 horas diarias por uma ou duas semanas(Macri et al. 2004b;
Riiedi-Bettschen et al. 2004) e a privagdo materna, uma Unica separacao de 24h duran-
te a segunda semana de vida(Macri et al. 2004a). Os animais submetidos a esses pro-
tocolos mostram uma resposta aumentada ao estresse e ao medo (Huot et al. 2004;
Macri et al. 2004a), aumento na expressao e liberagdo de fator liberador de corticotro-
fina (CRF) no hipotalamo, aumento dos niveis de hormonio adrenocorticotréfico (AC-
TH) circulante e conseqliente producdo aumentada de corticosterona além de expres-
sdo cortical reduzida de receptores de glicocorticéides (GR) (Huot et al. 2004), menor
mobilidade na tarefa de nado forcado, um indicador de depressao(Lee et al. 2007), e
desempenho reduzido em tarefas de memdria dependente de hipocampo, como o

labirinto aqudtico de Morris (Huot et al. 2002).

1.2.2 Intervengdes Moderadas - Manipulacdo Neonatal

No inicio dos anos 50 foi primeiramente demonstrado que a manipulacdo neo-
natal (MN), separar mae e filhotes e gentilmente toca-los por 10 minutos nas primeiras
trés semanas de vida, era capaz de atenuar os efeitos de estressores e o comporta-
mento induzido por medo em filhotes de ratos(Weininger 1954). Na segunda metade
da mesma década, uma segunda publicacdo apresentou resultados semelhantes com

uma forma mais branda de intervencdo, separacdo mae-filhotes por 3 minutos duran-
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tes as trés primeiras semanas de vida, sem manipula¢do. Desde entdo inumeros traba-
Ihos com manipulagdo neonatal tém demonstrado sua agdo reguladora sobre o eixo
HPA e seus efeitos a longo prazo. Macri e Wirbel, em uma revisao (Macri et al. 2006),
citam os resultados de alguns deles: ratos adultos que sofreram manipulagao no peri-
odo neonatal tém baixa ativagao do eixo HPA em resposta ao estresse, maior movi-
mentagao e menor defecagao no teste de campo aberto; niveis reduzidos de corticos-
terona e ACTH em resposta a um estressor; restabelecimento mais rapido dos niveis de
corticosterona apds um evento estressor; e menor expressao de CRF no hipotalamo.
Em suma, ratos manipulados durante o periodo hiporresponsivo apresentam um feed-
back negativo aumentado para glicocorticoides, diretamente relacionado com o au-

mento da expressdo de receptores para glicocorticdides no hipocampo (Meaney 2001).

Estudos realizados pelo nosso grupo corroboram os dados que demonstram
gue mesmo intervencdes moderadas podem induzir efeitos pronunciados sobre o de-
senvolvimento. Encontramos associagao entre o procedimento de separacao maternal
breve acompanhada de manipulacdo e alteragdes plasticas no hipotalamo, com redu-
c¢do do numero de células nos nucleos paraventricular (NPV) e supra-éptico (NOS)
(Winkelmann-Duarte et al. 2007) e area pré-optica medial (APOM) (Camozzato et al.
2009) em fémeas; reducdo do niumero de neurdnios positivos para ocitocina na porc¢do
parvocelular do NPV e reducdo do nimero de neurbnios positivos para vasopressina
na porgao magnocelular do mesmo nucleo (Todeschin et al. 2009); redugdo no numero
de receptores para angiotensina Il no NPV e APOM (Gomes et al. 2006); além de au-
mento no numero de células no hipocampo (dados nao publicados) e reducdo no nu-

mero de células no locus coeruleus (Lucion et al. 2003), importante nucleo modulatério
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do tronco encefalico, indicando profundas altera¢cdes nos centros reguladores das res-

postas enddcrinas desses animais.

Nossos estudos mostram ainda altera¢des de cunho comportamental, como re-
ducdo da resposta de medo condicionado e inato(Madruga et al. 2006), reducdo do
tempo de investigacdo social e aumento de agressividade em machos (Todeschin et al.
2009) e aumento de medo e agressividade em fémeas de 8 dias (Giovenardi et al.
2005); além de alteracgdes fisiolégicas interessantes como a inducdo de ciclo estral a-

novulatério (Gomes et al. 1999).

1.3 Neuroimunologia

Durante muito tempo o sistema imunolégico (SI) foi visto e estudado como um
sistema de fungdo Unica: proteger o organismo contra ataques externos de patégenos.
Nas ultimas décadas, um olhar mais atento nos permitiu descobrir que ele ndo sé é o
grande responsavel pela protecdo do organismo durante processos patolégicos, mas

também apresenta inumeras fungdes em processos fisioldgicos(Ziv et al. 2008).

Inicialmente o sistema imunoldgico era estudado com um sistema composto
por células difusas com diferentes fungdes trabalhando em conjunto para protegdo do
organismo. A partir das observacdes de que estados de humor poderiam facilitar ou
dificultar o desenvolvimento de uma infecgao, passou-se a investigar uma possivel li-
gacdo entre o sistema nervoso central (SNC) e o sistema imunoldgico. A primeira gran-
de relagdo descrita foi o papel dos hormoénios do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal, os
glicocorticéides e a adrenalina, sobre os componentes do sistema imune. Com o passar
do tempo se evidenciou que a interacdo entre sistema nervoso e imunolégico era mui-
to mais complexa do que isso, com a participacdo das moléculas de sinalizagdo do sis-
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tema imune, as citocinas, na modulacdo de diversas func¢des do sistema nervoso cen-
tral, como resposta ao estresse (Turnbull et al. 1999), e proliferacdo e diferenciacao
celular (Butovsky et al. 2006b). Como as citocinas sdo um tema chave neste trabalho,

serao discutidas em maiores detalhes em um tdpico especifico.

Ainda dentro do contexto de interacdo entre o Sl e o SNC, uma das grandes
descobertas dos ultimos dez anos foi a relativa inexisténcia de locais imunologicamen-
te privilegiadosz, dos quais o maior exemplo sempre foi o sistema nervoso central
(SNC). Para a grande surpresa da comunidade cientifica verificou-se que o SNC ndo se
caracteriza como um local imunologicamente privilegiado na concepc¢do classica do
termo uma vez que células T periféricas migram através do plexo cordide e outras vias
(Kleine et al. 2006) e que e sua presenca é essencial para o correto funcionamento e
desenvolvimento desse sistema através da sustentacdo do perfil citocinérgico local
(Kipnis et al. 2004). Atualmente um grande volume de evidéncias tem sido publicadas
demonstrando que em condicdes fisioldgicas existem células do sistema imune, linféci-
tos T primariamente de memodria, no sistema nervoso central. Mais interessante ainda
é o fato de esses linfécitos serem auto-reativos e estarem sobre forte influéncia de
uma segunda classe de linfécitos T chamados de células T reguladoras, que expressam

os marcadores de superficie CD4 e CD25 (células T CD4+CD25+).

A presenga de células T auto-reativas no SNC pode ser vista como um balango

evolutivo entre risco e necessidade, uma vez que sdo essenciais para o correto funcio-

2 . . . .. . . . P
Aceita-se por local imunologicamente privilegiado os compartimentos desprovidos de células
do sistema imune em condigdes fisioldgicas.
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namento do sistema e, ao mesmo tempo, sdo as mesmas células que medeiam os efei-

tos de doencas auto-imunes como esclerose multipla(Schwartz et al. 2002).

Em condicdes fisioldgicas, nas quais os mecanismos de defesa do organismo es-
tejam intactos, ndo se encontra nenhum antigeno estranho no sistema nervoso cen-
tral. Dessa forma as respostas imunes protetoras em caso de lesao devem ser media-
das por apresentagdo de antigenos préprios e liberadas pela desinibicao das células T
reguladoras mediante um sinal de perigo. De fato evidéncias apontam para um papel
protetor dessas células auto-reativas na recuperacdo do SNC apds lesao(Moalem et al.

1999; Hauben et al. 2000).

Durante eventos lesivos, que podem ser considerados um sinal de perigo e,
conseqglientemente, um sinal de desinibicdo das células T regulatérias, ocorre a ativa-
¢do de células apresentadoras de antigenos, como células microgliais e dendriticas,
gue interagem com as células T auto-reativas iniciando uma resposta imunoldgica ca-
paz de estimular a producdo de fatores neurotréficos(Moalem et al. 2000; Muhallab et
al. 2002), como citocinas, e estabelecer um fendtipo microglial protetor, evitando uma

lesdo mais pronunciada.

Tendo em vista o papel do sistema imune na recuperagao de lesdes do SNC, Ziv
e Schwartz (2008) propuseram a idéia de que células T auto-imunes ndo sdo importan-
tes apenas para a recuperacao do SNC em processos patolégicos, mas também para a
sustentagao dos estados fisiolégicos e do correto funcionamento dos processos cogni-
tivos. Essa proposta foi baseada em estudos anteriores nos quais se evidenciou que
camundongos desprovidos de sistema imunoldgico (SCID e nude) apresentam neuro-

génese hipocampal reduzida em comparacdo com o fendtipo selvagem, que poderia
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ser parcialmente restaurada pela adicdo de um sistema imune a esses animais. (Ziv et
al. 2006). Outro dado interessante é o desempenho reduzido desses animais em tare-
fas de memoaria espacial (Labirinto aqudtico de Morris), que dependem de hipocampo,
tendo seu desempenho melhorado pelo restabelecimento do sistema imune(Kipnis et
al. 2004), de forma similar ao que ocorre com o processo de neurogénese, indicando
um papel essencial do componente imunoldgico sobre o correto funcionamento do

SNC.

1.4 Citocinas

As citocinas sdo moléculas protéicas secretadas pelas células do sistema imune
e também por iniUmeras outras células, com funcdo de sinalizacdo autdcrina, paracrina,
mas que também podem agir de forma enddcrina, semelhante a sinalizagdo hormonal,

mediando a comunicacao entre regides diversas do organismo.

Além da constatacdo inicial de que essas moléculas atuam como meio de co-
municag¢do do sistema imune, muitas fungdes novas vém sendo descritas, como a de
mediadores da comunicacdo entre o sistema nervoso central e o restante do organis-

mo informando ao primeiro o estado fisioldgico do segundo e vice-versa.

1.4.1 Fator de Necrose Tumoral (TNF)

O TNF-a, ou apenas TNF, é um dos principais mediadores da resposta inflama-
toéria aguda em resposta a infecgdes bacterianas. Sua principal fungdao imunoldgica
descrita é o recrutamento para o local de infec¢do de mondcitos e neutrdfilos e conse-
gliente ativacdo dessas células com o intuito de erradicar o microorganismo(Abbas et

al. 2005).
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Quando produzido em grandes quantidades apresenta acdes sistémicas como a
inducdo de febre por acdo direta em células hipotalamicas, sendo, em conjunto com a
Interleucina 1 beta, considerado o pirégeno enddgeno derivado do hospedeiro. Age
também sobre os hepatécitos induzindo a producdo de proteinas envolvidas no pro-

cesso inflamatério como proteina amiléide A sérica e fibrinogénio (Abbas et al. 2005).

Uma importante caracteristica do TNF é sua capacidade de agir sobre fagocitos
mononucleados, como os macrofagos e células da microglia, induzindo a secrecdo de

IL-1(3, uma citocina com fungGes semelhantes as do TNF e que sera discutida a seguir.

1.4.2 |Interleucina 1 beta (IL-1/3)

A IL-1[3, assim como o TNF, é uma citocina da imunidade inata mediadora da
resposta inflamatdria que, quando em pequenas concentragdes, possui acdo local de
recrutamento de células e manutencdo da resposta inflamatéria. Ainda de forma ana-
loga ao TNF, quando em grandes concentragcbes possui agdes centrais de indugdo de
febre ao agir sobre células hipotalamicas induzindo a producdo de prostaglandinas,

além de induzir a producdo de proteinas de fase aguda pelo figado(Abbas et al. 2005).

Além da interleucina 1 beta, existem duas outras moléculas envolvidas nos pro-
cessos de sinalizagao mediados pelos receptores de interleucina 1, sao elas a interleu-
cina 1 alfa (IL-1a) e o antagonista de receptor de interleucina 1 (IL-1ra), que juntas

formam o sistema de sinalizagao interleucina 1.
1.4.3 |Interleucina 10 (IL-10)
E a principal citocina delimitadora de resposta inflamatéria. Tem funcdes anta-

gonicas as do TNF e da IL1-B, contendo e até mesmo extinguindo o processo inflama-
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tério. Age sobre os fagdcitos mononucleados revertendo a ativagdo induzida pelas ci-

tocinas anteriormente descritas (Abbas et al. 2005).

1.4.4 |Interleucina 6 (IL-6)

A interleucina 6 pode ser considerada uma citocina tanto da imunidade inata
quanto adaptativa. Exerce fungdes como a estimulagdo da produgdo de neutroéfilos por
células precursoras da medula dssea e inducdo da producdo de proteinas de fase agu-
da pelos hepatdcitos, funcbes caracteristicas da imunidade inata. Ela € comumente
produzida por fagécitos mononucleados e outras células em resposta a infeccdo por
microorganismos e por citocinas pro-inflamatérias como IL-1 e TNF, atuando também
sobre células da imunidade adaptativa, como linfdcitos B, induzindo sua diferenciacdo
em células produtoras de anticorpos(Abbas et al. 2005), sendo o braco de ligacdo en-

tre esses dois tipos de resposta.

1.4.5 Interleucina 4 (IL-4)

E o principal estimulo para diferenciacdo de linfécitos T CD4" virgens em linféci-
tos T auxiliares de padrao Th2. Funciona também como um fator de crescimento autoé-
crino para essas células. Tem acdo sobre as células B induzindo a troca de classe da

cadeia pesada das imunoglobulinas para o isotipo IgE.

1.4.6 Interferon Gama (INF-})

O INF-y é a principal citocina ativadora de macréfagos, exercendo fungdes de
grande importancia tanto na imunidade inata quanto adaptativa mediada por células.
Ao contrario dos demais interferons, ou INFs tipo |, ndo apresenta grande atividade

antiviral, sendo preferencialmente uma citocina efetora de respostas imunes. Facilita a
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ativacdo de macrofagos por linfocitos T e células NK, essenciais para estruturacao de
uma reposta imunoldgica contra microrganismos fagocitados. Estimula a produgao de
espécies reativas de oxigénios em macréfagos, sendo essa uma das principais formas

de inativagdo do patdgeno.

Na resposta celular, também induz a diferenciacdo de linfocitos T auxiliares em

Thl inibindo a proliferagao de células Th2.

1.4.7 Citocinas e o Sistema Nervoso Central

As células da microglia apresentam papel chave no efeito que o sistema imune
exerce sobre o sistema nervoso, uma vez que sdo as principais produtoras de citocinas,
em especial pro-inflamatorias, do SNC. A ativacdo dessas células por compostos como
o lipopolissacarideo (LPS) e o peptideo beta-amildide, que podem exercer efeito direto
sobre essas células através de receptores especificos, faz com que elas assumam um
fendtipo deletério que modula negativamente a neurogénese através da producdo de
citocinas proé-inflamatdrias como a interleucina 6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) (Butovsky et al. 2005), sendo que esses efeitos deletérios podem ser re-

vertidos com o uso de drogas antiinflamatorias.

Embora processos inflamatdrios como o descrito acima possam indicar um pa-
pel prejudicial do Sl sobre o SNC, outros efeitos sdo descritos na literatura. Estudos
utilizando co-culturas de microglia com precursores neurais de hipocampo de ratos
adultos demonstraram que niveis moderados de citocinas derivadas de células T, como
IL-4 (T2) e INF-g (Tp1), induzem um fendtipo microglial de suporte a neurogénese com
producdo de fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1), aumento da

expressao do complexo maior de histo-compatibilidade de classe Il (MHC de classe Il),
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caracteristico de microglia ativada, associado a producdo de baixos niveis de TNF
(Butovsky et al. 2005; Butovsky et al. 2006b). Estudos in vivo mostram que a injecdo de
IL-4 e INF-y no fluido cerebroepinhal, anterior ao desafio com LPS, em animais sauda-
veis aumenta o numero de neurdnios recém formados, além de prevenir a ativacdo da
microglia e producdo de TNF, o que levaria a um fenétipo deletério para a neurogéne-
se (Ziv et al. 2008). Em contrapartida, exposi¢do a niveis aumentados de citocinas deri-
vadas de células T, como o INF-y, por periodos prolongados, pode induzir a formagao
de uma resposta inflamatdria acentuada com indugao de fendétipo microglial prejudici-
al levando a reducdo da renovacdo celular (Butovsky et al. 2006a), indicando a duali-

dade de efeito dessas moléculas dependendo da dose e tempo de exposigao.

A interleucina 1 beta é descrita como importante mediador de altera¢cdes mor-
foldgicas e comportamentais no sistema nervoso central em desenvolvimento em res-
posta a processos inflamatérios ocorridos na infancia ou durante a gestacdo. Niveis
elevados dessa proteina reduzem a neurogénese hipocampal(Ziv et al. 2008). No en-
tanto niveis moderados dessa proteina sdao necessarios para o correto funcionamento
dos processos cognitivos (Avital et al. 2003) e da neurogénese hipocampal (McPherson

etal. 2010).

As citocinas imunoldgicas tém um papel importante sobre a regulacdo da proli-
feracdo celular no sistema nervoso central e a sustentacdo da neurogénese e gliogéne-
se em adultos, apresentando uma dualidade de acdo dependendo de suas concentra-
¢Oes, podendo estimular ou inibir a renovagao celular. Outro fator importante na ativi-
dade dessas moléculas é a sua inter-relacdo, sendo o contexto citocinérgico tdo impor-

tante quanto a atividade individual de cada uma delas (Ziv et al. 2008).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Verificar se o procedimento de manipulacdo neonatal interfere com a regulacao
de processos imunoldgicos no sistema nervoso central, alterando os niveis de citocinas
do padrdo de resposta adaptativa Thl e Th2 e resposta inata (IL-1(3, TNF e IL-6) no hi-
pocampo desses animais, uma vez que o balanco entre estas citocinas é importante
para a manutenc¢ao do sistema nervoso central, principalmente nos aspectos de proli-
feracdo e diferenciagdo celular, verificando a possibilidade de serem mediadores da

resposta as variagdes no ambiente perinatal.

2.2  Objetivos especificos

* Quantificar as citocinas de padrdo de resposta adaptativa Th1 (INF-y) e Th2
(IL-4 e IL-10), no em hipocampo de ratos machos e fémeas, manipulados e

controles, de cinco dias de vida.
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* Quantificar as citocinas de padrdo de resposta inata IL-13 e TNF-0 em hi-
pocampo de ratos machos e fémeas, manipulados e controles, de cinco di-

as de vida.

e Quantificar a citocinas de padrdo de resposta inata e adaptativa IL-6 em hi-
pocampo de ratos machos e fémeas, manipulados e controles, de cinco di-

as de vida.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Ratas prenhas foram obtidas do Biotério central da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, sendo transportadas ao biotério setorial do laboratdrio aproximada-
mente uma semana antes do parto. Cada prenha é colocada em uma caixa individual
(com as seguintes dimensdes: 65 x 55 x 25 cm), sendo observadas diariamente para
controle do dia de nascimento dos filhotes e aplicacdo dos diferentes tratamentos.
Apds o nascimento todas as caixas continuam recebendo acompanhamento diario pa-

ra avaliagdo das condi¢des da ninhada e da mae.

As condi¢cGes ambientais sdo temperatura de 22+1°C, ciclo claro escuro 12-12h

e comida e agua ad libitum (Rodent Show, Nutrilab, Colombo, Brasil).

3.1.1 Ninhadas

Nesse experimento foram utilizadas 24 fémeas prenhas sendo que, com as per-
das por morte de ninhada, mde comer os filhotes e ninhadas abaixo de 8 filhotes, ti-

vemos um total de 15 ninhadas, 7 controles e 8 manipuladas. De cada ninhada fora
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coletados 2 machos e 2 fémeas, sendo um animal de cada sexo para dosagem e o ou-

tro para armazenamento de material como duplicata.

3.2 Manipulagao Neonatal

A separagao maternal seguida de manipulagao neonatal consiste no seguinte

protocolo:

e Levar a caixa-moradia do biotério para uma sala adjacente onde ha menor
estimulagdo sensorial, estando esta ambientada a temperatura e ao ciclo
claro-escuro a que os animais estao submetidos no biotério;

e Retirar a mde da caixa-moradia, colocando-a em uma caixa proxima;

* Pegar a ninhada toda de uma vez com as duas maos, manipulando-a gen-
tilmente durante um minuto.

¢ Devolver a mae a caixa-moradia, e retornar essa ao biotério.

3.3 Grupos

3.3.1 Controle

O grupo controle consiste em animais que sofrem apenas uma intervengdo no

primeiro dia de vida para a padronizagdo das ninhadas em oito filhotes (Figura 3.1 - A).

3.3.2 Manipulag¢do até o 52 dia

Este grupo sofre uma intervengao no primeiro dia de vida para a padronizagao
da ninhada e também o procedimento de manipula¢do neonatal do primeiro ao quinto

dia de vida pds-natal (Figura 3.1 - B).
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A | } 1 | Nascimento

Dia 0 Dia 1 Dia 5
| Padronizagdo
B) | | |
=== Manipulacdo Neonatal
Dia 0 Dia 1 Dia 5

I sacrificio e Coleta

Figura 3.1 — Demonstragao dos tratamentos recebidos por cada grupo do experimento. (A) Filho-
tes Controles; (B) Filhotes Manipulados;

3.4 Coleta de Tecidos

No 52 dia de vida pds-natal, animais controles e manipulados (30 a 60 minutos
apos a ultima manipulacdo) foram sacrificados por decapitacdo e o encéfalo foi disse-
cado sobre uma placa no gelo. Foi coletado o hipocampo seguindo-se o congelamento

rapido em isopentano resfriado com gelo seco.

3.5 Extragdo de proteina dos tecidos

Para efetuar as dosagens das citocinas anteriormente citadas os tecidos foram
homogeneizados em aproximadamente 250l de tampao contendo Tris-HCI 10mM pH
7,4, EDTA 1mM, PMSF 0,001mM, pepstatina 1ug/ml e Triton X-100 1%, permanecendo
por 1 hora em gelo. Apds as amostras foram centrifugadas em 12000g por 25 minutos
e o sobrenadante foi coletado em diferentes aliquotas para dosagem por ELISA, CBA e

qguantificacdo de proteinas.

3.6 Quantificagao de Citocinas por ELISA

Para medir os niveis de interleucina-1 beta (IL-1[3) nos tecidos coletados utili-
zamos kits de ELISA especificos para IL-1[3 de rato da eBioscience. N2 de catalogo 88-

6010-22. Todo o procedimento foi realizado de acordo com as instrugdes do fabrican-
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te. O método de ELISA foi escolhido por ndo haver kits disponiveis para medicdo por

citometria de fluxo.

ELISA é um imunoensaio, utiliza um ou mais anticorpos especificos para um de-
terminado antigeno, que depende de uma enzima para a detec¢do/quantificacdo da

molécula de interesse.

Embora existam diversas varia¢des, o principio comum envolve um conjugado
anticorpo-enzima, sendo esta geralmente uma peroxidase, que se ligara ao antigeno
revelando sua presenca ap6s a conversdao de um substrato em uma cor detectdvel e
guantificavel. O ELISA pode ser, simplificadamente, dividido nas seguintes etapas:

1. Sensibilizacdo: uma placa acrilica de 96 é revestida com o anticorpo
(quando se quer detectar antigenos) ou antigeno (quando se quer de-
tectar anticorpos) de escolha.

2. Ligacdo: a substancia contendo o antigeno ou anticorpo a ser dosado é
posta em contato com os pogos da placa para que se liguem e fiquem
retidos. A placa é lavada diversas vezes para eliminar as moléculas que
ndo se quer detectar.

3. Adicdo do conjugado: o conjugado enzima-anticorpo é adicionado ao
poco para ligar-se com a molécula que se quer detectar. Novamente o
excesso é retirado por multiplas lavagens do pogo.

4. Adigdo do substrato: o substrato a ser convertido pela enzima é adicio-
nado ao pogo. Esse substrato pode ser diretamente convertido a uma
substancia de cor detectavel, ou ainda um reagente pode ser adiciona-

do formando a cor.
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5. Leitura: a deteccdo/quantificacdo é feita por um espectrofotometro,
lendo-se a absorbancia do pogo e calculando-se a concentragdo a partir

de uma curva de quantidades conhecidas.

3.7 Quantificagao de Citocinas por CBA

Utilizamos citometria de fluxo para avaliar os niveis de Interleucina-4, 6 e 10,
além de TNF-a e INF-y utilizando kits CBA flex da BD Bioscience. Todo o procedimento

foi realizado de acordo com as instrugdes do fabricante.

O CBA é uma técnica que utiliza a citometria de fluxo para dosar até 30 molécu-
las sollveis a0 mesmo tempo em uma pequena quantidade de amostra. Explora o
mesmo principio do ELISA sanduiche, descrito no item 3.6, no entanto, ao invés de
utilizar uma placa sensibilizada com anticorpo de captura, utiliza esferas revestidas por
ele. A quantificacdo, como no ELISA, é feita através da comparacdo da intensidade de

fluorescéncia da amostra e de uma curva padrao de concentracdes conhecidas.

A vantagem dessa técnica sobre o ELISA é o nimero de moléculas que podem

ser dosadas em uma mesma amostra.

3.8 Quantificagcao de Proteinas Totais

A concentragao de proteinas totais no extrato obtido a partir do protocolo des-

crito anteriormente foi avaliada pelo método de Bradforfd (Bradford 1976).

3.9 Analise Estatistica

Com a intencdo de avaliar as possiveis diferencas nos niveis das citocinas acima

citadas entre controles e manipulados e, posteriormente, entre controles e manipula-
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dos de um mesmo sexo, utilizamos o teste t de student assumindo um intervalo de
confianga de 95%. Todos os testes e graficos foram realizados utilizando o programa

Graphpad Prism 5.
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4. RESULTADOS

4.1 Interleucina 13

O conteudo de interleucina 1 beta foi medido por ELISA em extrato de tecido
hipocampal. Os niveis da citocina foram significativamente diferentes entre controles
(62,08 + 7,5; N=12) e manipulados (97,6 + 8,89, N=10; p=0,006; t=3,074; df=20) (Figura
4.1). Ao efetuarmos a analise separando os resultados por sexo, encontramos diferen-
ca estatistica entre os grupos de fémeas, controles (55,78pg/mg + 10,44; N=6) e mani-
pulados (96,23 pg/mg * 13,87; N=5; p=0,04; t=2,375; df=9). Os machos apresentam o
mesmo padrao de distribuicdo dos dados, no entanto ndo ha diferenca estatistica en-
tre os grupos controle (68,37 pg/mg + 10,93; N=6) e manipulado (99,03 pg/mg + 13,03

N=5; p=0,10; t=1,818; df=9) (Figura 4.2).

4.2 Interleucina 4

O niveis de interleucina 4 ficaram abaixo do nivel tedrico minimo mensuravel
pelo nosso kit, sendo os resultados obtidos ndo utilizaveis. O limite é de 3,4pg/ml de

amostra.
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4.3 Interleucina 6

O niveis de interleucina 6 foram medidos por citometria de fluxo, estando redu-
zidos em animais manipulados (8,046pg/mg de proteina + 0,9648; N=8) em compara-
¢do com controles (11,91pg/mg de proteina + 1,101 N=12; p=0,02; t=2,468; df=18)
(Figura 4.3). Ao realizarmos as analises separando os sexos ndao houve diferenga esta-
tistica: Fémeas controles (13,03 pg/mg de proteina + 1,595, N=6) e manipuladas
(7,632pg/mg de proteina + 1,797 N=3 p=0,078; t=2.064; df=7) e machos controles
(10,80 pg/mg de proteina + 1,514, N=6) e manipulados (8,294 pg/mg de proteina +
1,263; N=5; p=0,24; t=1,236; df=9) (Figura 4.4). No entanto a distribuicdo dos dados
segue o mesmo padrdo da analise feita sem a separacdo por sexo, sendo a diferenca

provavelmente mascarada pelo pequeno nimero de animais por grupo.

4.4 Interleucina 10

Os niveis de interleucina 10 ficaram abaixo do nivel tedérico minimo mensuravel
pelo nosso kit, retornando erro durante os célculos por estarem fora dos limites calcu-

l[aveis. O limite é de 19,4pg/ml de amostra.

4.5 Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-)

O TNF foi medido por citometria de fluxo. A anadlise estatistica dos resultados
mostrou ndo haver diferenca entre os grupos, Controles (24,65pg/mg de proteina +
1,79 N=8) e manipulados (35,8pg/mg de proteina * 7,45 N=8 p=0,21 t=1,31 df=16).
Quando efetuamos a analise separando os sexos também ndo houve diferenca estatis-
tica, fémeas controles (26,76 pg/mg de proteina * 2,32 N=4) e manipuladas

(52,08pg/mg de proteina + 10,7 N=5 p=0,078; t=2.065; df=7); machos controles (22,04

36



pg/mg de proteina + 2,503 N=4) e manipulados (19,5pg/mg de proteina *+ 1,744 N=5
p=0,34; t=1,03; df=7), no entanto o resultado nao é claro e requer aumento do nimero

de animais.

4.6 Interferon Gama (INF-y)

Os valores de INF-y ficaram no limiar de detecg¢ao do kit, alguns acima outros
abaixo, nao fornecendo dados confidveis para analise. O limite minimo tedrico de de-

teccdo é 6,8pg/ml de amostra.
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Contetdo de IL-1 B em Hipocampo de Filhotes Controles e
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Figura 4.1 — Contetdo de IL-1f3 no hipocampo de filhotes de ratos no 52 dia de vida pds-natal. Os resul-
tados sdo expressos em médias do grupo * erro padrdo da média em picograma de IL-1f3 a cada mili-
grama de tecido. Controles (62,08pg/mg de proteina = 7,453 N=12) e manipulados (97,63pg/mg de
proteina + 8,984 N=10). O asterisco indica a diferencga estatistica entre o grupo controle e manipulado
(p=0,006 t=3,074 df=20).
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Figura 4.2 — Conteudo de IL-13 no hipocampo de filhotes de ratos no 52 dia de vida pds-natal, com
separacgao por sexo. Os resultados sdo expressos em médias do grupo * erro padrdao da média em pi-
cograma de IL-13 a cada miligrama de tecido. Fémeas controles (55,78pg/mg + 10,44 N=6) e manipula-
das (96,23pg/mg * 13,87 N=5) e machos controles (68,37 pg/mg *+ 10,93 N=6) e manipulados (99,03
pg/mg + 13,03 N=5) sdo mostrados. O asterisco indica a diferenca estatistica entre o grupo controle e
manipulado no sexo feminino (p=0,041 t=2,375 df=9).
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Conteudo de IL-6 em Hipocampo de Filhotes Controles
e Manipulados
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Figura 4.3 — Conteudo de IL-6 no hipocampo de filhotes de ratos no 52 dia de vida pds-natal. Os resul-
tados sdo expressos em médias do grupo * erro padrdo da média, em picograma de IL-6 a cada mili-
grama de tecido. Controles (11,9pg/mg de proteina + 1,10 N=12) e manipulados (8,1pg/mg de protei-
na + 0,96 N=8). O asterisco indica a diferenca estatistica entre o grupo controle e manipulado (p=0,02
t=2,47 df=18).
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Figura 4.4 — Conteudo de IL-6 no hipocampo de filhotes de ratos no 52 dia de vida pds-natal com sepa-
racdo por sexo. Os resultados sdo expressos em médias do grupo * erro padrdao da média em picograma
de IL-6 a cada miligrama de tecido. Fémeas controles (13,03 pg/mg de proteina + 1,595 N=6) e manipu-
ladas (7,632pg/mg de proteina + 1,797 N=3 p=0,078; t=2.064; df=7) e machos controles (10,80 pg/mg
de proteina * 1,514 N=6) e manipulados (8,294 pg/mg de proteina + 1,263 N=5 p=0,24; t=1,236; df=9)
sao mostrados.
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Figura 4.3 — Conteudo de TNF no hipocampo de filhotes de ratos no 52 dia de vida pds-natal. Os resul-
tados sdo expressos em médias do grupo * erro padrdo da média, em picograma de TNF a cada mili-
grama de tecido. Controles (24,65pg/mg de proteina + 1,79 N=8) e manipulados (35,8pg/mg de protei-
na t 7,45 N=8 p=0,21 t=1,31 df=16).
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Figura 4.4 — Conteudo de TNF no hipocampo de filhotes de ratos no 52 dia de vida pds-natal com sepa-
ragdo por sexo. Os resultados sdo expressos em médias do grupo * erro padrdao da média em picogra-
ma de TNF a cada miligrama de tecido. Fémeas controles (26,76 pg/mg de proteina + 2,32 N=4) e mani-
puladas (52,08pg/mg de proteina * 10,7 N=5 p=0,078; t=2.065; df=7) e machos controles (22,04 pg/mg
de proteina + 2,503 N=4) e manipulados (19,5pg/mg de proteina + 1,744 N=5 p=0,34; t=1,03; df=7) sdo
mostrados.
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5. DISCUSSAO

Nossos experimentos indicaram haver um aumento nos niveis da proteina inter-
leucina 1 beta e redugado da proteina interleucina 6 no hipocampo de filhotes em res-
posta ao procedimento de manipulagcdo neonatal, no quinto dia de vida pds-natal, sem
haver diferencas entre os grupos quanto aos niveis de TNF-a (Figuras 4.1, 4.3 e 4.5). Ao
efetuarmos as analises separando os animais por sexo, as diferengas ficam estatistica-
mente evidentes apenas para a IL-13 em fémeas, estando mascarado nos demais gru-
pos provavelmente por problemas com o nimero de animais, uma vez que a distribui-
¢do dos dados na analise sexo-especifica é semelhante a da analise sem a separacao

por sexo.

Com excecdo do TNF, a manipulacdo neonatal parece atuar de forma semelhan-
te em machos e fémeas, quando consideramos os niveis de citocinas pro-inflamatérias,
tendo em vista que analisar machos e fémeas juntos aumenta a significancia do efeito.
Com os dados atuais dos niveis de TNF ndo se pode inferir muita coisa. Embora haja

indicios de que ele esteja alterado em fémeas manipuladas, e nao em machos manipu-
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lados, a dosagem precisa ser refeita para refutarmos ou aceitarmos o efeito da mani-

pulagdo sobre os niveis hipocampais de TNF em fémeas.

Como citado anteriormente, a manipulagao neonatal € um intervengdao com i-
numeros efeitos sobre o desenvolvimento, levando a alteracdes morfofuncionais e
comportamentais tanto em ratos filhotes, quanto em jovens e adultos. Muito se sabe
sobre efeitos da manipulacdo, no entanto, pouco tem sido demonstrado no que se
refere a possiveis mediadores dessas alteracdes. As citocinas, como moléculas de cara-
ter pleiotrdpico, ou seja, apresentam inumeras funcdes, além de apresentarem ex-
pressao difusa pelo sistema nervoso central, tanto da proteina como de seus recepto-
res (Cunningham et al. 1992), sao bons candidatos a mediadores dos efeitos da mani-
pulacdo, uma vez que tém efeito sobre a proliferacdo e diferenciacdo celular no siste-
ma nervoso central, bem como sobre a estruturacdo de processos cognitivos (Avital et

al. 2003; Kipnis et al. 2004).

Embora a idéia geral seja a de que os processos inflamatérios tenham efeitos
deletérios sobre a homeostase do SNC, a producdo regulada dos mediadores da infla-
macdo (IL-1[3, TNF e IL-6) sdo de vital importancia para o correto funcionamento desse
sistema. (Ekdahl et al. 2003). Dentre as moléculas pré-inflamatérias, a IL-1[3 parece ter
um efeito indutor de proliferacdo, estimulando a neurogénese hipocampal em ratos
jovens, quando em niveis moderados, enquanto que a IL-6 apresenta efeito contrario

(McPherson et al. 2010).

O papel das citocinas pré-inflamatdrias no desenvolvimento do sistema nervoso
central tem sido extensamente estudado nos ultimos anos, sendo descritas como de

grande importancia nos mecanismos de migragao e diferenciagdo celular e maturagao
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sindptica, em especial o sistema IL-1 (Nawa et al. 2006). Além disso, IL-1[3, IL-6 e TNF
encontram-se elevados nos primeiros dias de desenvolvimento em roedores, reduzin-
do seus niveis a medida que o animais crescem. Como mediadoras a longo prazo das
alteragdes cognitivas induzidas por desafios imunoldgicos nos primeiros dias pds-
nascimento, a IL-1 parece ser a citocina pré-inflamatdria de maior importancia, uma
vez que é a Unica que responde a injecdes de LPS com aumento de seus niveis no hipo-

campo (Bilbo et al. 2009).

Considerando o efeito da manipulagdao neonatal sobre os niveis de citocinas
pré-inflamatdrias no hipocampo, aumentando IL-13 e reduzindo IL-6, esse modelo de
intervencdo poderia estar induzindo um ambiente propicio a proliferacdo celular nessa
regido, o que corrobora dados anteriores do laboratdério no qual se evidenciou um au-
mento de numero de células no hipocampo de animais manipulados no periodo neo-
natal (dados ndo publicados). Além disso, animais submetidos a estresse pré-natal
apresentam neurogénese hipocampal reduzida, sendo este efeito revertido pela mani-
pulacdo neonatal, tanto no aspecto proliferacao celular, quanto diferenciacdo e sobre-
vivéncia de novos neuronios (Lemaire et al. 2006), corroborando nossos achados. Ou-
tros dados que embasam a idéia de que a manipulagcdo neonatal facilita a neurogénese
sdo ilustrados pelo aumento do desempenho de adultos manipulados no periodo neo-
natal em tarefas de memoria espacial (labirinto aquatico de Morris) (Bilbo et al. 2007),
considerando-se que a sustentacdo imunolégica da neurogénese estd envolvida com o
correto funcionamento dos processos cognitivos (Kipnis et al. 2004), pelo menos em

adultos.
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E importante ressaltar que as citocinas mediadoras da resposta celular, INF-y e
IL-4, e antiinflamatdria, IL-10, também importantes para a sustentacdo da neurogéne-
se e cognicdo no adulto (Kipnis et al. 2004; Butovsky et al. 2006b; Ziv et al. 2006) en-
contram-se em baixos niveis ou até mesmo inexistentes, como indicado pela incapaci-
dade de mensurarmos seu conteddo em nossas amostras pelas técnicas a nossa dispo-
sicdo. A auséncia dos dados dessas citocinas reduz o poder de analise do efeito da ma-
nipulacdo sobre o perfil citocinérgico hipocampal, uma vez que apenas podemos dizer
gue seus niveis sdo baixos, mas ndo é possivel avaliar uma eventual diferenca entre
controles e manipulados. No entanto as citocinas sustentadoras da inflamagao, IL-1[3,
IL-6 e TNF, encontram-se em niveis facilmente mensurdveis, indicando que talvez, para
o desenvolvimento, essas citocinas sejam mais importantes que as citocinas mediado-
ras da resposta celular, que teriam um papel mais significativo sobre a neurogénese do

adulto (Ziv et al. 2008).

Ao considerarmos que uma das caracteristicas marcantes do desenvolvimento
de roedores sdo os baixos niveis de glicocorticdides circulantes durantes os primeiros
dias de vida (Levine 1957b; Levine 2001) e que esses hormonios sdo inibidores poten-
tes da producdo de citocinas (Goshen et al. 2009), temos mais um dado reforcando a
hipotese das citocinas imunoldgicas como sinalizadores centrais das variagdes do am-
biente durante o desenvolvimento, uma vez que sua producdo e liberacdo esta facili-

tada pelos baixos niveis de glicocorticoides circulantes.

E importante ressaltarmos também o papel do hipocampo na regulac3o do eixo
hipotdlamo-hipofise-adrenal, o principal eixo efetor da resposta ao estresse. Se consi-

derarmos que a alteracdao do perfil citocinérgico hipocampal altera sua morfologia e
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funcionamento a longo prazo, com aumento no nimero de células, talvez essas altera-
¢Oes possam estar mediando os efeitos da manipulagao neonatal sobre a reposta ao
estresse em adultos, uma vez que a ativacao do eixo é mais intensa porém menos du-
radoura em animais manipulados (Beane et al. 2002). O numero de células no hipo-
campo e a capacidade de formar novos neurénios estdo relacionados com a sua efeti-
vidade em inibir o eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal em resposta aos glicocorticdides
circulantes (Schoenfeld et al. 2010), podendo este ser um dos mecanismos para o fe-
edback negativo aumentado em manipulados. Mas aqui sdo apenas suposicoes a se-

rem estudadas em trabalhos subseqientes.

Dentro do contexto de estudo da neurogénese hipocampal, um fator a ser con-
siderado é a forma como os animais sdo mantidos no biotério e as implicacGes para a
proliferacdo celular. Os animais, por estarem confinados a uma caixa, encontram-se
em um ambiente com baixissima estimulacdo ambiental, sendo essa falta de estimulo
prejudicial para os processos de neurogénese (Llorens-Martin et al. 2010). Sabe-se que
no habitat natural os roedores enfrentam inumeros desafios e sdo constantemente
estimulados pela diversidade do ambiente, sendo a caixa moradia um ambiente prati-
camente isento de variagdes. Outro fator importante é a mobilidade desses animais.
Normalmente eles percorrem grandes distancias didrias, e o exercicio fisico € um im-
portante modulador positivo da neurogénese hipocampal (Bednarczyk et al. 2010).
Dessa forma fica a questao: os achados que sugerem que a manipulagdao neonatal me-
Ihora o desempenho cognitivo e estimula a neurogénese hipocampal descrevem um
efeito desse procedimento em especial, ou estamos apenas vendo o efeito de um pe-
gueno estimulo ambiental, seja ele o toque do manipulador ou o0 aumento do cuidado

maternal, sobre um animal com severa privacdo de estimulos? Se compararmos ani-
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mais manipulados com controles mantidos em ambiente enriquecido veriamos esse
aumento na cognicdo e neurogénese? Se mantivermos animais manipulados em ambi-
ente enriquecido, veriamos diferenca para animais controles também mantidos em
ambiente enriquecido? De toda forma, a manipulagao neonatal continua sendo uma
forma de variacdo do ambiente neonatal, e os mediadores dessa intervengdao merecem
ser estudados. No entanto, talvez seja necessario repensar a forma como os experi-

mentos sao controlados.

O sistema imune tem sido descrito como um importante modificador da morfo-
logia e fisiologia do sistema nervoso central, uma vez que infeccbes no periodo peri-
natal levam ao desenvolvimento de toda uma gama de vulnerabilidades na idade adul-
ta, envolvendo desde reducdo nos processos cognitivos (Bilbo et al. 2007) até estabe-
lecimento de transtornos psiquiatricos (Buka et al. 2008). Assim sendo, é plausivel su-
gerir que ele tenha um papel na sinalizacdo das variacbes do ambiente no periodo pe-

rinatal, mediando mudangas morfofuncionais e comportamentais a longo prazo.

Esse trabalho abre um novo capitulo na investigacdo de mediadores imunolégi-
cos para as variagdes ambientais em animais no periodo hiporresponsivo, apresentan-
do muitos caminhos possiveis de continuagao. Todo o processo de sinalizagao do sis-
tema interleucina 1 precisa ser avaliado. Os niveis de IL-13 em compara¢do com os da
IL-1a e IL1-ra, sendo a ultima o antagonista natural dos receptores das duas primeiras,
precisam ser medidos e os receptores e as rotas de sinalizacao intracelular também
devem ser abordadas, levando em consideracdo o tipo celular o grau de ativacdo de

cada rota.
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6. CONCLUSOES

O hipocampo é uma estrutura com importantes fungdes cognitivas, mediando
processos de aprendizagem contextual, e de regulagdo da homeostase corporal por ser
um importante ponto de feedback negativo através do qual os glicocorticoides circu-

lantes inibem a atividade do eixo HHA.

Algumas das alteracdes induzidas pela manipulacdo neonatal estdo ligadas as
fung¢des hipocampais, como aumento do desempenho cognitivo em tarefas de apren-
dizado contextual, reversdo dos danos ao processo de neurogénese em animais estres-
sados no periodo pré-natal, e feedback negativo aumentando para glicocorticoides. De
certa forma, todas essas altera¢Oes estdo ligadas ao correto funcionamento da neuro-
génese hipocampal, sem haver, até agora, mediadores descritos que facilitassem esse

processo.

Esse trabalho sugere um possivel caminho pelo qual as variagdes no ambiente

neonatal poderiam estar levando a alteragdes morfoldgicas e funcionais no hipocam-
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po, através do estabelecimento de um ambiente propicio para a proliferacdo celular,

podendo acarretar em efeitos a longo prazo.

Dessa forma sugerimos que a manipulagdao neonatal facilita a proliferagao celu-
lar hipocampal através do aumento de Interleucina 1 beta e da redugdo de interleucina
6 no hipocampo de animais submetidos a esse procedimento do primeiro ao quinto

dia de vida pds-natal.

Sugerimos também que as citocinas imunoldgicas, em especial as pro-
inflamatdrias, sdo bons candidatos a mediadores dos efeitos da variacdo do ambiente
perinatal, tendo em vista seu carater pleiotrépico e sua resposta a paradigmas como a
manipulacdo neonatal, infeccGes maternas durante a gestdo e da prole no periodo

neonatal.
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7. PERSPECTIVAS

Em nosso modelo:

Investigar os niveis de IL-13 em outras estruturas do sistema
nervoso;

Investigar a participagao da IL-1a e IL-1ra na regulagdao do eixo
HHA;

Avaliar as vias de sinalizagdo do sistema interleucina 1 de forma
célula-especifica nas diversas estruturas do eixo HHA e no hipo-
campo;

Avaliar os efeitos da inibicdo do sistema interleucina 1 sobre a
reposta ao estresse em adultos;

Buscar meios de entender melhor o papel da interleucina 1 e
seus processos de sinalizacdo em situa¢Ges de auséncia ou baixos
niveis de glicocorticéides e como mediadores da resposta as va-

riac0es do ambiente perinatal.
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