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RESUMO

Neste trabalho investigamos o efeito do estresse cronico pré-natal sobre a resposta
inflamatoria em ratos. Ratas Wistar prenhes foram submetidas ao modelo de estresse
proposto por WILLNER et al. (1987), que consistia de alteragdes variadas e transitorias no
ambiente de criagdo dos animais durante as duas ultimas semanas de gravidez, o grupo
controle permaneceu sem qualquer manipulagdo, exceto os cuidados rotineiros. Os
descendentes, entre 75 e 90 dias, foram submetidos aos seguintes testes: edema de pele,
edema de pata, pleurisia ndo alérgica e pleurisia alérgica. Para o protocolo de pleurisia
alérgica, os animais foram sensibilizados no primeiro dia do protocolo de estresse com uma
inje¢do subcutdnea de ovoalbumina (OVA), apos o tltimo dia do protocolo de estresse os
animais eram desafiados com OVA na cavidade pleural. A pleurisia ndo alérgica foi
induzida com carragenina, o edema de pata foi induzido com carragenina ou C48/80 e o
edema de pele foi induzido com PAF, LPS, carragenina e C43/80.

Na pleurisia alérgica o lavado pleural foi coletado 24h apos o desafio antigénico
com OVA, no procedimento de pleurisia ndo alérgica, o lavado pleural foi coletado 6, 24 e
48h apods indugdo com carragenina. As medidas do volume das patas para o edema foram
realizadas 60, 120, 180, 240 e 300min apos a indugdo com carragenina e 15, 30, 60, 120 e
180min para o C48/80. Os resultados demonstraram que nao houve diferenca significativa
entre os grupos estressados e ndo estressados n o teste de edema de pele. No edema de pata
induzido por C48/80, a resposta edematogénica foi diminuida, ja quando o estimulo foi
carragenina a resposta nao foi alterada. Na pleurisia ndo alérgica, os animais prenatalmente

estressados apresentaram um significativo aumento no influxo de eosinofilos em

XxXvil



comparagio aos animais ndo estressados no tempo de 24h. Na pleurisia alérgica os ratos
prenatalmente estressados exibiram uma exacerbagdo no infiltrado de leucocitos, esta
ocorreu em todos os tipos celulares estudados: neutrofilos, eosinofilos e celulas

mononucleares.
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1.1 O estresse pré-natal

O estresse e a resposta ao estresse sdo elementos essenciais para a discussdo das
interacdes neuroendocrinoimune. O estresse € um estado de tensdao que causa uma ruptura
no equilibrio homeostatico do organismo (LIPPI, 1999). O estado de perturbagdo pode ser
induzido por inimeros estressores, fisicos ou psicologicos, que desencadeiam um grupo
coordenado de respostas adaptativas fisicas, mentais e comportamentais que agem contra o
efeito do estressor. Este complexo organizado das respostas adaptativas € usualmente
chamado de sistema de estresse ou resposta ao estresse (CHROUSOS & GOLD, 1992). A
idade, género, estado reprodutivo, outros fatores geneticamente determinados e de ambiente
ordenam a intensidade e a qualidade destas respostas (STERNBERG et al., 1992).

Os componentes mentais ¢ comportamentais da resposta ao estresse incluem o
aumento dos processos do sistema nervoso central (SNC) que controlam a estimulagdo, o
alerta, o humor, a vigilancia, a atengdo e a aquisi¢do de conhecimentos, bem como a
inibi¢io dos sistemas que controlam as fungoes vegetativas, alimentagdo e reprodugdo
(CHROUSOS & GOLD, 1992).

Os conceitos intrinsecos da resposta ao estresse s3o de grande importancia para que
a intensidade e qualidade de cada componente da resposta sejam apropriadas para a
ameaca. Alteragdes na habilidade do organismo para responder aos estressores, com
respostas excessivas ou inadequadas em duragdo e magnitude, podem desencadear doengas
(GOLD et al., 1988; CHROUSOS & GOLD, 1992; STRATAKIS, 1992).

O horménio liberador de corticotrofina (CRH), o eixo hipotalamo-pituitario-adrenal

(HPA) e o locus ceruleus — norepinefrina apresentam-se cOmMO sendo os maiores
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mediadores do sistema de resposta ao estresse (CHROUSOS & GOLD, 1992;
STERNBERG et al., 1992; MENZAGHI et al., 1993). O CRH exerce um papel principal na
coordenagdo das respostas endocrinas autondmicas, comportamentais € imunes ao estresse,
agindo diretamente no cérebro e periferia (DE SOUZA, 1995).

O CRH hipotalimico modula o nivel de excitag¢ao, controlando o humor, integrando
o sistema de resposta ao estresse. A administragdo de CRH no SNC, em experimentos com
animais, produz um complexo de respostas comportamentais e fisiologicas, que usualmente
sdo adaptativas durante o estresse: ativagdo do eixo pituitario adrenal, principalmente a
secrecdo pituitaria de adrenocorticotrofina (ACTH) e corticostercides adrenais; ativagao
direta do sistema nervoso simpatico com a secregdo de epinefrina e norepinefrina. Como
conseqiiéncia, ocorre 0 aumento dos niveis de glicose sanguinea, do débito cardiaco e da
pressio arterial (CHROUSOS & GOLD, 1992; STERNBERG et al,, 1992; VALENTINO
et al., 1993).

A ativacdo do sistema nervoso simpatico pelo CRH hipotalamico € mediada pela
inervagdo direta no locus ceruleus, este mecanismo conduz a liberagdo e difusdo de
norepinefrina através do cérebro e tecidos periféricos. A ativagao do sistema nervoso
simpatico também estimula a liberagdo de CRH pelos neurbnios paraventriculares
hipotalamicos, a liberagdo de CRH hipotalimico também é facilitada pela projecdo
neuronal direta do locus ceruleus no hipotalamo. Desta forma, parece haver um feedback
positivo e bidirecional, assim, a ativagdo de um componente do sistema tem como
conseqiiéncia a ativagdo de outro. Os corticosteroides, maior produto da ativagio do
sistema de resposta ao estresse, s3o inibitorios para os componentes da resposta ao estresse,
inclusive para os sistemas imune e inflamatorio (CHROUSOS & GOLD, 1992;

STERNBERG et al, 1992; GROSSMAN & COSTA, 1993). Os receptores de
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corticosterdides expressos no nicleo paraventricular e na pituitria anterior realizam um
feedback negativo sobre a sintese de CRH, ACTH, secregdes pituitarias, hipotalamicas e do
sistema limbico cerebral (KELLER-WOOD & DALLMAN, 1984), portanto o eixo HPA ¢
um circuito fechado.

S3o grandes as evidéncias que o estresse, se aplicado prenatalmente pode influenciar
profundamente o desenvolvimento dos filhos, provocando alteragdes tardias na idade
adulta. Fatores ambientais aos quais a mde é exposta durante a gravidez influenciam o
comportamento dos descendentes (JOFFE, 1969), dentre os fatores de ambiente incluem-se
consumo de drogas, certos estados nutricionais e eventos estressantes (STOTT, 1973;
JOFFE, 1978; SWAAB & MIRMIRAM,1984; WEINSTOCK, FRIDE, HERTZBERG,
1988).

Mulheres que experimentaram experiéncias estressantes durante a gravidez deram
luz a filhos que vieram a demonstrar anormalidades como baixo peso no nascimento,
padrio de sono alterado, neofobia, irritabilidade, pouca sociabilidade e ansiedade
(KNIPSCHILD, MEIER, SALLE, 1981, SCHELL, 1981). Os filhos de mae estressada
também apresentam baixo ganho de peso e demora em aprender a andar e falar (STOTT,
1973: MEIER, 1985). Obviamente, existem limitagdes em trabalhos deste tipo no que se
refere a humanos, porém, este fendmeno tem sido mais extensivamente estudado usando
modelos animais.

Numerosos estudos em roedores tém examinado os efeitos do estresse induzido por
choques elétricos, prolongada contengdo fisica e exposigdo prolongada a luz, barulho ou
calor intenso (WEINSTOCK et al, 1988). As mudangas comportamentais observadas em
roedores prenatalmente estressados foram aumento da emocionalidade (THOMPSON,

1957, ARCHER & BLACKMAN, 1971, FRIDE et al., 1986, WEINSTOCK et al., 1988;
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WAKSHLAK & WEINSTOCK, 1990), aumento do comportamento defensivo
(TAKAHASHI et al., 1992), aumento da ansiedade (VALLEE et al., 1997, WEINSTOCK,
FRIDE, HERTZBERG, 1988) e aumento da tendéncia a auto-administra¢do de drogas na
idade adulta (DEMINIERE et al., 1992).

Além das mudangas comportamentais ja citadas, os ratos prenatalmente estressados
também apresentam a fungdo sexual prejudicada com feminiliza¢do e desmasculinizagao
dos machos (WARD, 1972; DAHLOF, HARD, LARSSON, 1977, MEISEL, DOHANICH,
WARD, 1979), incluindo-se a diminuig@o da distdncia anogenital e do peso dos testiculos
no nascimento (DAHLOF, HARD, LARSSON, 1977, DAHLOF, HARD, LARSSON,
1978). As fémeas apresentam, na vida adulta, mudangas no ciclo estro, redugao na
fertilidade e alteragdes comportamentais durante amamentagdo (HERRENKOHL &
WHITNEY, 1976; HERRENKOHL & POLITICH, 1978; HERRENKOHL, 1979).

O estresse pré-natal também afeta varios neurotransmissores, incluindo a serotonina
(PETERS, 1990) e catecolaminas (FRIDE & WEINSTOCK, 1989, TAKAHASHI et al,,
1992; ALONSO et al., 1994).

Em conjunto com as alteragdes citadas, os ratos que foram submetidos ao estresse
pré-natal, quando submetidos ao estresse na idade adulta, exibem uma prolongada secregao
de corticosterona em relagio a ratos que ndo foram prenatalmente estressados,
demonstrando hiperatividade no eixo HPA (FRIDE et al, 1986; HENRY et al, 1994,
MACCARI et al., 1995, VALLEE et al., 1996). Isto parece estar associado com a
diminuigdo de receptores hipocampais para corticosterona (MACCARI et al., 1995), o que
indica uma redugdo na eficacia dos receptores hipocampais em produzir o feedback
negativo que auto-regula a secregdo de glicocorticoides produzida pela ativagao do eixo

HPA. Por outro lado, as alteragdes produzidas pelo estresse pré-natal sdo reduzidas pela
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manipula¢do pos-natal (MEANEY et al., 1989), curtos e periddicos periodos de privagdo
materna (OGAWA et al., 1994) e pela adogio precoce (MACCARI et al., 1995).

Embora varios tipos de estressores possam causar um grande nimero de alteragoes
nos filhotes, ja ¢ estabelecido que os efeitos do estresse pré-natal dependem da natureza do
estressor (VELAZQUEZ-MOCTEZUMA, SALAZAR, RUEDA, 1993). As alteragses
neuroendocrinas e comportamentais ocorrem quando ratas prenhas sdo expostas, durante a
fase mais tardia da gestagdo, a estressores como manipulagio diaria (ADER & CONKIN,
1963; PETERS, 1982), choque elétrico (PFISTER & IVINSKIS, 1983, TAKAHASHI,
BAKER, KALIN, 1990; SOBRIAN et al, 1992), barulho incontrolavel (FRIDE &
WEINSTOCK, 1984), aglomeragdo (HARVEY & CHEVIS, 1985) ou imobilizagdo com
luz forte e temperatura elevada (WARD, 1972, CHAPMAN & STERN, 1978,
HERRENKOHL, 1979).

WILLNER et al. (1987), desenvolveram um modelo de estresse cronico brando
imprevisivel que consiste em alteragdes variaveis e transitorias no ambiente de criagdo dos
animais, esse modelo foi capaz de produzir depressdo comportamental em ratos, sendo que
o estado normal foi restabelecido através do tratamento com uma grande variedade de
antidepressivos (WILLNER, 1997). SECOLI & TEIXEIRA (1998) avaliaram o efeito deste
modelo de estresse aplicado prenatalmente sobre o desenvolvimento da prole, os resultados
demonstraram que o estresse pré-natal reduziu o nimero de machos por ninhada, diminuiu
a distancia anogenital, a abertura dos olhos e o despontar das orelhas foram precoces, além

de aumentar a intensidade da depressdo induzida na idade adulta.
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1.2 A resposta inflamatdria aguda

A inflamagio aguda ¢ a resposta imediata e inicial a um agente lesivo. Os leucocitos
e os anticorpos sdo os dois principais componentes de defesa, desta forma, os fen6menos
vasculares desempenham um importante papel na inflamagao. Portanto, a inflamagdo aguda
possui trés componentes principais: (1) alteragdes do calibre vascular que levam a aumento
do fluxo sangiiineo, (2) alteragdes estruturais na rede microvascular que permitem as
proteinas plasmaticas e aos leucocitos deixarem a circulagdo e (3) migracdo e acumulo dos
leucocitos no local da lesio (KUMAR, COTRAN, ROBBINS, 1994).

A inje¢do intradérmica de mediadores inflamatorios como histamina, bradicinina
(SPECTOR & WILLOUGHBY, 1968), fator ativador de plaquetas (PAF) (MORLEY,
PAGE, PAUL, 1983), taquicininas (GAMSE & SARIA, 1985), leucotrienos (BRAY et al,
1981; PECK, PIPER, WILLIANS, 1981) provoca o aumento da permeabilidade vascular
em animais. Este aumento é potencializado na presenga de vasodilatadores como
prostaglandinas (WILLIANS & MORLEY, 1973; WILLIANS & PECK, 1977), acido
araquidoénico (AA) (WILLIANS & PECK, 1977), peptideo relacionado ao gene da
calcitocina (CGRP) (BRAIN & WILLIANS, 1985), polipeptidio vasoativo intestinal
(WILLIANS, 1982) e oxido nitrico (NO) (MARIANI-PEDROSO et al, 1995). A
potencializagdo do extravasamento de proteinas produzida por estes vasodilatadores €
atribuida a dilatagio arteriolar local que produz um aumento do fluxo sanguineo e,
consegiientemente aumento no extravasamento de proteinas (WILLIANS & PECK, 1977).

A vasodilatagdo e o aumento do fluxo sanguineo elevam a pressdo hidrostatica

intravascular, resultando em maior filtragdo de liquidos dos capilares pobres em proteinas
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(transudato). O aumento da permeabilidade vascular leva ao extravasamento de um liquido
rico em proteinas (exsudato) para o intersticio. A perda de exsudato promove uma redugao
na pressao osmatica intravascular e um aumento na pressao osmotica no liquido intersticial,
estes processos associados levam a um acentuado actiimulo de liquido no tecido intersticial,
este acumulo de liquido € chamado de edema (KUMAR, COTRAN, ROBBINS, 1994).

Algumas células envolvidas na resposta inflamatoria sdo pré-existentes nos tecidos,
tais como os mastocitos, fagocitos mononucleares teciduais e células endoteliais vasculares
(JOHNSTON, 1988; FAJARDO, 1989; GALLI, 1993). Outras células deslocam-se do
sangue periférico para o sitio inflamatorio, como os leucocitos polimorfonucleares
(neutrofilos, eosindfilos e basofilos) e células mononucleares (monécitos e linfocitos)
(JOHNSTON, 1988, VALENT & BETTERLHEIN, 1992; KROEGEL et al., 1994). Os
fibroblastos e as plaquetas tém participagdo importante tanto na inflamagdo como no
processo de reparo tecidual (MONCADA, PALMER, RIGGS, 1991; PAGE, 1994).

No inicio das reagdes inflamatérias as células que aparecem em maior quantidade
sdo os neutrofilos, no decorrer do processo inflamatdrio passam a surgir, progressivamente,
outros tipos celulares (ISSEKUTZ & LOPES, 1993). Os neutrofilos podem produzir uma
grande variedade de produtos incluindo leucotrienos, PAF, tromboxano, citocinas,
proteases, produtos microbiais, metabolitos toxicos derivados do oxigénio e NO
(SAMPSON, 2000)

Os eosinofilos sdo células que também aparecem em grande quantidade na fase
inicial da inflamagdo, apesar de chegarem apos os neutrofilos, sio importantes na defesa
contra helmintos e outros organismos multicelulares, tém sido reconhecidos como potentes
células pro-inflamatorias envolvidas no desenvolvimento da asma e doengas alérgicas

(KROEGEL et al., 1994). Em numerosos estudos, envolvendo autopsia e caracterizago
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histologica de tecidos das vias aéreas de individuos que morreram de asma, foi verificado
grande numero de eosinofilos e produtos de seus granulos (AZZAWI et al, 1992). Os
eosinofilos possuem granulos que contém proteinas basicas como a proteina basica
principal, proteina catidnica eosinofilica, peroxidase eosinofilica e neurotoxina (GLEICH
& ADOLPHSON, 1986), além disso, € um potente produtor de metabdlitos toxicos
derivados do oxigénio (KANOFSKY et al., 1988). Quando estimulado, o eosinéfilo leva a
formagdo de leucotrienos (BRUIJNZEEL et al., 1987), prostaglandinas (KROEGEL et al.
1994), tromboxano (GIEMBYCZ, KROEGEL, BARNES, 1990) e PAF (BURKE et al.,
1990).

Dentre as células mononucleares encontram-se os monocitos, que sdo celulas
diferenciadas dos promonocitos da medula 6ssea. Os monocitos encontram-se na circulagéo
e migram para os tecidos onde se tornam macrofagos (ROITT, BROSTOFF, MALE, 1993).

Os macrofagos possuem papel bastante importante tanto na regulacdo da reacao
inflamatéria cronica como também da resposta imunoldgica através da liberagao de
substancias modulatorias, porém os macrofagos também participam de muitos fendmenos
da fase aguda da resposta inflamatoria (NATHAN, 1987, UNANUE & ALLEN, 1987). Os
macrofagos sdo células da imunidade inespecifica, s@o células que possuem um alto poder
secretorio, liberando mais de uma centena de produtos entre enzimas, inibidores
enzimaticos, proteinas do sistema complemento, citocinas, fatores de estimulagdo de
colénia tanto para granulocitos e macrofagos, ACTH, além de derivados do AA
(TAKEMURA & WERB, 1984; WERB et al., 1986, NATHAN, 1987).

Os linfocitos estdo divididos em duas categorias principais: os linfocitos T € os
linfocitos B, elas exercem diferentes fungdes e possuem receptores de membrana para o

reconhecimento de antigenos. As células T se desenvolvem a partir de suas precursoras no
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timo enquanto as células B dos mamiferos diferenciam-se no figado fetal e na medula ossea
nos adultos. Outra populagdo de linfocitos é chamada de células natura killer (NK), elas nao
expressam receptores de antigenos na membrana, sdo derivadas da medula Ossea e,
diferentemente das células T e B, possuem a habilidade de lisar certas linhagens de células
tumorais sem sensibilizagdo prévia (ROITT, BROSTOFF, MALE, 1993).

Muitas substdncias podem induzir a migragdo de leucdcitos, atraindo-os da
microcirculagio para o espago extravascular através do aumento da adesdo dos leucocitos a
parede do endotélio. Depois de aderidos, os leucocitos atravessam a parede do vaso por
entre as células endoteliais através da diapedese, deslocando-se da membrana basal do vaso
até o local da inflamagio (ROITT, BROSTOFF, MALE, 1993).

As substancias que tem a capacidade de induzir o influxo de células para o local da
inflamagio recebem o nome de fatores quimiotaxicos, as células da resposta se estimuladas
podem libera-los. Dentre os fatores quimiotaxicos mais importantes pode-se destacar IL-1,
TNF (FACCIOLI et al., 1990), IL-8 (RIBEIRO et al., 1991), leucotrienos (SMITH, FORD-
HUTCHINSON, BRAY, 1980), NO (FERREIRA et al., 1996), entre outros.

Como ja descrito, o recrutamento das células ocorre pelo aumento da adesao das
células na parede do endotélio, esta adesdo envolve uma série de processos complexos de
interagdes especificas entre moléculas de adesdo complementares presentes nos leucocitos e
na superficie das células endoteliais (BEVILACQUA et al, 1989). As moléculas de adesao
classificam-se conforme sua estrutura molecular e sdo divididas em 3 familias: a familia
das selectinas, a familia das integrinas e a superfamilia das imunoglobulinas (CRONSTEIN
& WEISSMAN, 1993).

Diversos eventos estio envolvidos na migragdo celular e parecem seguir

basicamente as seguintes etapas: 1) deslizamento (rolling) do leucocito pela parede do vaso,
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envolvendo a expressdao de moléculas de adesdo endotelial; 2) ativagdo dos leucocitos por
acdo de agentes quimiotaxicos ou molécula de adesdo; 3) adesdo de alta afinidade devido a
mudanga conformacional do leucacito devido a agdo de moléculas de adesdo, 4) migragao
dos leucocitos do lumem vascular para o espago extravascular (SMITH et al., 1988,

BEVILACQUA et al., 1989; SMITH et al., 1991; MAKAY & IMHOREF, 1993).

1.3 O estresse pré-natal e a resposta inflamatoria

Nas tltimas décadas tém se estabelecido que sistema nervoso, endocrino, imune sao
anatomicamente e funcionalmente interconectados, expressando e respondendo a um
grande nimero de moléculas regulatorias em comum, que suprem a base molecular para
uma integragdo bidirecional (BLALOCK, 1989, WICK et al., 1993). Desta forma, situagoes
estressantes e alteracdes no estado afetivo, tais como ansiedade e depressdo, podem
influenciar a imunocompeténcia (DANTZER & KELLY, 1989). Este fendmeno pode estar
ocorrendo através da ativagdo do sistema neuroendocrino, ou pela influéncia direta do
sistema nervoso sobre os 6rgdos linfoides (FELTEN et al. 1987).

Varios estudos atribuem ao estresse um papel pré-inflamatério causando aumento
da hipersensibilidade cutinea (DHABAR & McEWEN, 1997), aumento do influxo de
neutrofilos (VENTURA et al., 1999), piora no quadro de asma alérgica (PERSOONS et al,,
1995: NOGUEIRA et al., 1999) e aumento na formagdo de edema (DATTI, ANTUNES,
TEIXEIRA, 2000). Outros estudos demonstram que O estresse atenua a resposta

imune/inflamatoria como, por exemplo, estudos realizados em estudantes no periodo de
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exames (DORIAN et al., 1982) e pessoas expostas a eventos estressantes com divorcio
(KIECOLT-GLASER et al., 1987), luto (BARTROP et al., 1977) e desemprego (ARNETZ
et al., 1987). Estudos com animais também apontam o carater supressivo do estresse sobre
a resposta imune/inflamatéria provocando supressdo do extravasamento plasmatico em
animais (STRAUSBAUGH, DALLMAN, LEVINE, 1999), e suprimindo diversos
parametros da fungdo imune (BORYSENKO & BORYSENKO, 1982; KHANSARI,
MURGO, FAITH, 1990; KORT, 1994, MAIER, WATKINS, FLESHNER, 1994).

Deve-se considerar que o efeito do estresse sobre a resposta imune/inflamatoria
depende do tipo, do tempo e da intensidade do estressor, bem como sexo, idade e fatores
relacionados a espécie dos animais. QOutro fator importante € a natureza do estimulo
inflamatério € o local estudado. Assim, o estresse pode ter um efeito bidirecional sobre a
fungdo imune/inflamatéria, onde em algumas condigdes o estresse pode exacerbar a
resposta e em outras ele pode ser supressivo (DHABHAR, 1998).

Apesar dos efeitos comportamentais e neuroendocrinos do estresse pré-natal serem
bastante estudados, poucos sdo os trabalhos que relacionam o estresse pré-natal a resposta
imune/inflamatoria. Se considerarmos que o estresse afeta tanto o sistema nervoso quanto o
sistema endocrino, e que a resposta imune/inflamatoria € regulada por esses dois sistemas
chegamos a conclusdo que € bastante justificado que o estresse pré-natal possua um papel
neuroimunomodulatorio.

Alguns estudos tém avaliado os efeitos do estresse pré-natal sobre a resposta imune,
SOBRIAN et al. (1992) examinaram o efeito do estresse pré-natal produzido por choques
inescapaveis sobre a imunidade humoral dos descendentes em idade pré-pubertal, onde os
filhotes apresentaram baixas taxas de imunoglobulina G (IgG). Resultados parecidos

obtiveram COE, KEMNITZ, SCHNEIDER (1993), onde macacos rhesus jovens, filhos de

41



maées que foram expostas ao barulho incontrolavel, tiveram diminui¢do nos niveis de IgG e
também de certos componentes do sistema complemento como C3 e C4.

Esta bem estabelecido que alguns dos efeitos do estresse pré-natal dependem, além
da natureza do estressor e de componentes genéticos inerentes a espécie ou cepa, da idade e
do sexo dos descendentes (PFISTER & TVINSKIS, 1983; WARD, 1984, WEINSTOCK et
al., 1992).

Em ratos adultos, KLEIN & RANGER (1995) observaram aumento da
citotoxicidade das células NK e aumento na produgdo de anticorpos, quando desafiados a
antigenos especificos em ratos machos e fémeas, filhos de maes estressadas por
imobilizacdo sob alta luminosidade, na ultima semana de gestagdo. Em outro estudo mais
recente, utilizando ratas prenhes perturbadas com barulho e alta iluminagdo trés vezes por
semana durante toda a gestagdo, KAY et al. (1998) observaram que o estresse pré-natal
diminuiu a proliferagdo de linfocitos.

A disparidade nos resultados desses trabalhos demonstra a complexidade pela qual o
estresse pré-natal altera a imunidade, onde alteragdes no protocolo de estresse ou das
substancias utilizadas pra estimular a fun¢do imune podem proporcionar resultados
diferentes.

S#o escassos os trabalhos que avaliam o efeito do estresse pré-natal sobre a resposta
inflamatéria. Em nosso laboratorio NOGUEIRA et al. (1999) estudaram o efeito do estresse
pré-natal sobre um modelo experimental de asma alérgica. O modelo de estresse utilizado
neste protocolo foi o proposto por WILLNER et al. (1987) onde os ratos foram expostos a
estressores como privagio de comida, privagio de agua, barulho intermitente, luz
estroboscopica, gaiola molhada e outros, durante a segunda e terceira semanas de gestagao.

Neste modelo, os estressores sio dispostos de forma racional, de modo a evitar tanto a
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adaptagdo do animal ao estresse, como também a previsibilidade do estressor. Os resultados
do estudo, realizado somente em fémeas, demonstraram que o estresse pré-natal exacerbou
a asma alérgica, principalmente devido ao alto influxo de eosindfilos no pulmao, com
relag@o aos animais controle.

Baseando-se nas evidéncias até aqui demonstradas, neste trabalho avaliamos o
efeito do estresse cronico pré-natal sobre a resposta inflamatoria celular induzida por
estimulo alérgico e n3o alérgico e a resposta edematogénica induzida por diversos

estimulos em ratos.
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1.4 Objetivos

Com base em evidéncias de que o estresse pré-natal provoca alteragdes na resposta
imune e inflamatoria, buscamos avaliar o efeito de estresse cronico pré-natal sobre as
respostas edematogénica e celular de ratos. Para esse proposito utilizamos o modelo de
estresse brando crénico proposto por WILLNER et al. (1987) aplicado em ratas prenhas
durante toda a gestagdo. Nos descendentes em idade adulta foram investigados os seguintes

fendmenos:

1) A influéncia do estresse cronico pré-natal sobre a resposta edematogénica em testes

de edema de pele e edema de pata, induzidos por diversos agentes inflamatérios.

2) A influéncia do estresse cronico pré-natal sobre a resposta inflamatoria celular, em

pleura de ratos (pleurisia), tanto por estimulo nio alérgico (carragenina) como por

estimulo alérgico (sensibiliza¢@o e provocagao antigénica com ovoalbumina).

44



2. Materiais e méetodos
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2.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar (Ratus novergicus) fémeas com trés meses de idade
fornecidos pelo Biotério Central da UNICAMP.

Os animais foram mantidos no Biotério do Laboratorio de Psicofarmacologia do
Departamento de Farmacologia da FCM — UNICAMP em gaiolas coletivas até que
completassem a idade ideal para os testes com ragdo e agua ad /ibitum, mantendo-se ciclo

de 12h claro/ 12h escuro, e temperatura de 26+3 graus Celsius.

2.2 Procedimento experimental

O procedimento experimental foi aprovado pela Comissio de Ftica na
Experimentagdo Animal - Instituto de Biologia - Universidade Estadual de Campinas -

CEEA-IB-UNICAMP sob protocolo namero 212-2 em 20/03/2001.

2.2.1 Procedimento de estresse cronico brando imprevisivel

Fémeas Wistar adultas nuliparas, pesando aproximadamente 200 gramas, foram
cruzadas com adultos machos da mesma espécie e idade, durante trés dias. Trés dias antes
do inicio do protocolo de estresse as fémeas foram separadas em gaiolas individuais de

polipropileno medindo 30x17x13cm e mantidas assim até o desmame.
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Uma parte das fémeas permaneceu sem qualquer manipulagdo, exceto cuidados
rotineiros. A outra metade foi submetida ao modelo de estresse cronico proposto por
WILLNER et al. (1987) que inclui periodos de privagdo de agua e alimentag@o, iluminagao
ambiental continua, inclinagdo da gaiola, agrupamento de animais, gaiola umida, exposi¢ao
a sala resfriada, barulho intermitente de 85 dB, luz estroboscoOpica, garrafas vazias apos
privagdo de agua, acesso restrito a alimentagao, odor novo e objetos estranhos na gaiola
(pedacos de madeira/vidro) por um periodo de quatorze dias consecutivos (Anexo 1), na
segunda e terceira semana de gestagdo.

Foram utilizados, assim, dois grupos experimentais:

1) Nio estressado (NE): ratas mantidas sem qualquer manipulagdo durante o periodo
gestacional, exceto cuidados rotineiros.

2) Estressado (E): ratas submetidas ao modelo de estresse cronico brando imprevisivel
durante a segunda e terceira semana de gestagao.

Apos o nascimento, houve redug@o das ninhadas ao numero de 8 animais por mae,
sendo 4 machos e 4 fémeas. Estes animais foram mantidos com as mées até o desmame (21
dias), sendo posteriormente separados por sexo. Foram mantidos sob os cuidados rotineiros
até que completassem idade ideal para experimentagdo (entre 75 e 90 dias). Nos
experimentos de inflamacdo, utilizamos apenas as ratas fémeas descendentes de maes
estressadas, chamadas de E, e aquelas descendentes de mies que nao sofreram manipulagao

durante a gravidez, chamados de NE.
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2.2.2 Edema de pele

Fémeas Wistar NE e E foram inicialmente anestesiadas com dioxido de carbono
(COy) e, em seguida, profundamente anestesiadas com pentobarbital sodico (40 mg/kg)
pela via intraperitoneal (i.p.). Os agentes utilizados para indugdo do edema foram: fator
ativador de plaquetas (PAF), lipopolissacarideo (LPS), carragenina; e (C48/80,
administrados intradermicamente. O extravasamento de proteinas plasmaticas foi avaliado
em fun¢do do actimulo local da mistura de albumina bovina marcada com 151 (2.5 u Ci/kg)
e azul de Evans (0.3 ml/kg, 2.5% w/v), previamente administrada pela via endovenosa
femural. Em seguida, a pele dorsal dos animais foi depilada, e os agentes previamente
dissolvidos em solugdo Tyrode foram administrados em sitios randomizados, sempre em
volume de 100 pl. Apds 30 minutos, uma amostra de 5 ml de sangue foi coletada desses
animais, através de pun¢do cardiaca. Em seguida, os animais foram sacrificados por
superdosagem anestésica, e a pele dorsal removida. Os sitios injetados foram recortados (15
mm de didmetro) e a radioatividade presente em cada amostra de tecido e no sangue foi
quantificada em contador gama. O edema formado em cada sitio foi expresso como volume

de plasma extravasado em fung@o da contagem obtida em 1 ml de plasma.

2.2.3 Edema de pata

Utilizamos fémeas Wistar NE e E superficialmente anestesiadas com halotano e
submetidas a injecdo subplantar de carragenina (1mg) ou C48/80 (5ug) na pata posterior

esquerda. O volume da pata foi medido através de um hidropletismometro (modelo 7150,

48



Ugo Basile, Italia), imediatamente antes da injecdo e, em intervalos regulares apos a
injecdo. O volume final injetado na pata foi sempre de 0.1 ml. Os resultados foram

expressos como aumento do volume da pata (ml) em relagéo ao valor basal.

2.2.4 Pleurisia nao alérgica

Fémeas Wistar NE e E foram anestesiadas superficialmente com halotano. Em
seguida, foi feita uma incis@o ao nivel do sexto espago intercostal esquerdo, os musculos
adjacentes foram dissecados e a carragenina (200 ul; 125 pg/cavidade) injetada na cavidade
pleural. As incisdes foram suturadas e os animais recuperados da anestesia. Nos periodos
de 6 e 24 e 48 horas apds a injegdo intrapleural, os animais foram exsanguinados sob
anestesia. O torax foi cuidadosamente aberto e a cavidade pleural lavada com 5 ml de
tampao PBS (pH 7.4) heparinizado (5 U/ml). O tampao injetado foi aspirado juntamente
com o exsudato, e o volume total mensurado. Exsudatos contaminados com sangue foram
desprezados. No lavado pleural foram realizadas as contagens total e diferencial de
leucocitos. A contagem do numero total de leucocitos foi feita em cdmara de Newbauer. A
analise diferencial dos tipos celulares foi realizada em microscopio optico (lente de
imersio), pela contagem de no minimo 300 células em esfregaco preparado em
citocentrifuga (Revan — Instrumentos Cientificos, Brasil), e corado com May-Grunwald-
Giemsa. Os resultados das contagens total e diferencial dos leucécitos sdo mostrados como

numero de células x10%lavado pleural.
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2.2.5 Pleurisia alérgica

Sensibilizacao com ovoalbumina (OVA)

Os grupos sensibilizados receberam injecdo subcutdnea no dorso (0.15ml) de uma
solu¢do contendo 12mg de ovoalbumina (OVA - grau III, Sigma) adsorvida em 7.8ml de
hidréxido de aluminio (solugdo a 6%, Pepsamar®) e 1.2ml de solugéo fisiologica.

Os grupos nao sensibilizados receberam apenas inje¢do subcutdnea no dorso de
0.15ml de uma solu¢do de 7.8ml de hidroxido de aluminio (solugdo a 6%) e 1.2ml de
solugdo fisiologica. Formaram-se 4 subgrupos experimentais: NE-NS, NE-S, E-NS, E-S

onde, NS nio sensibilizado e S sensibilizado.

Provocagdo antigénica

Quatorze dias apos a sensibilizagdo todos subgrupos foram anestesiados
superficialmente com halotano. Em seguida, foi feita uma incisdo ao nivel do sexto espaco
intercostal esquerdo, os musculos adjacentes foram dissecados € a ovoalbumina (200ul,
125ug/cavidade) injetada na cavidade pleural. As incisdes foram suturadas e os animais
recuperados da anestesia. No periodo de 24 horas apos a injedo intrapleural os animais
foram exsanguinados sob anestesia. O térax foi cuidadosamente aberto e a cavidade pleural
lavada com 5ml de tampdo PBS (pH 7.4) heparinizado (5U/ml). O tampao injetado foi
aspirado juntamente com o exsudato, e o0 volume total mensurado. Exsudatos contaminados
com sangue foram desprezados. No lavado pleural foram realizadas as contagens totais e
diferenciais de leucécitos. A contagem do numero total de leucécitos foi feita em camara de

Newbauer, através da diluicdo de uma aliquota de 20ul do lavado em solugdo de Turk
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(1:20). A analise diferencial dos tipos celulares foi realizada em microscopio 6ptico (lente
de imersdo), pela contagem de no minimo 300 células em esfregago preparado em
citocentrifuga (Revan — Instrumentos Cientificos, Brasil), e corado com May-Grunwald-
Giemsa. Os resultados das contagens total e diferencial dos leucocitos sdo mostrados como

numero de células x 10%lavado pleural.

2.3 Andlise estatistica

Os resultados estio expressos como media + erro padrdo da media (E.P.M.)
Diferengas estatisticamente significantes foram determinadas utilizando-se analise de
variancia (ANOVA) seguida de Student-Newman-Keuls para comparagdes multiplas e teste
t ndo pareado para comparagdes simples. Valores de p<0.05 foram considerados

significantes.
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3. Resultados



3.1 Tamanho das ninhadas

Avaliamos se o estresse afeta 0 numero de filhotes € a predominancia de sexo por
ninhada (Tabela 1). O grupo nao estressado (NE) apresentou uma média de 10.7 filhotes
por ninhada, enquanto o grupo estressado (E) teve uma média de 8.1 filhotes por ninhada.
O estresse provocou uma significativa redugdo de 24.3% do niimero de filhotes por

ninhada. O nimero de machos também teve uma significativa redu¢do no grupo E (3.4) em

comparagio ao grupo NE (5.4), representando uma reducio de 37% no grupo E.

Tabela I. Contagem do nitmero de filhotes e a predominéncia de sexo por ninhada.

‘ GRUPO TOTAL |MACHOS |FEMEAS | NATIMORTOS
Nio estressado (NE) [10.7+16 [5.4£23 81217 4
Estressado (E) 81+18* {34+£09*% [46+16 6

Os resultados representam a média + E.P.M., teste t ndo pareado, *p<0.05 comparado ao

grupo ndo estressado (N=22 ninhadas).
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3.2 Edema de pele

No teste de edema de pele (Figura 1), avaliou-se a resposta edematogénica ao PAF,
LPS, carragenina e composto 48/80. O Tyrode foi utilizado como controle para avaliar a
eficiéncia dos agentes, ja que o0 mesmo € utilizado como veiculo.

Para o PAF 10ng o extravasamento plasmatico foi de 59.2+6.3ul no grupo ndo
estressado (NE) contra 50.9+10.7ul do grupo estressado (E). O agente LPS 30ug
apresentou um extravasamento de 36.5+ 9.8l para o grupo NE e 56.0+18.8ul para o grupo
E. A carragenina 1mg produziu um extravasamento de 39.3+13.1ul para o grupo NE e
43.2+8 8ul para o grupo E. J4 o composto 48/80 (500ng) provocou um extravasamento
plasmatico de 65.5+18.1ul para o grupo NE contra um extravasamento de 83.1+18.8ul do
grupo E.

Os agentes mostraram—se eficientes, j4 que o extravasamento plasmatico produzido
pelo Tyrode ficou em 22.843.0pl para o grupo NE e 11.9+18 8l para o grupo E.

Pequenas variagdes foram observadas entre os grupos NE e E, porém ndo houve
nenhuma diferenca estatisticamente significante entre esses grupos, que pudesse ser

detectada pelo teste t ndo pareado.
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Figura 1. Edema de pele de ratos induzido por diversos estimulos inflamatorios. As
colunas abertas representam o grupo ndo estressado (NE) e as colunas fechadas
representam o grupo prenatalmente estressado (E). Os resultados representam a media *
E.P.M, teste t nio pareado demonstrou ndo haver diferenca significante (N.S.) entre os

grupos ndo estressados e estressados (N=4 cada).
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3.3 Edema de pata

Os testes de edema de pata quantificaram o efeito do estresse pré-natal sobre a
formacéo de edema induzido pelo composto 48/80 e carragenina.

Para o composto 48/80 Sug (Figura 2) os tempos avaliados foram 157, 30°, 60” 120
e 180°. As médias das medidas para o grupo NE foram 0.50+0.04ml, 0.5210.04ml,
0.48+0.02ml, 0.4140.04ml e 0,36+0.02ml, respectivamente. Ja para o grupo E as médias
dos volumes de edema foram, respectivamente, 0.36+0.04ml, 0.37+0.03ml, 0.34£0.04ml,
0.2740.03ml e 0.27+0.04ml.

Foram calculadas as areas sob as curvas das respostas de todos os animais, tivemos
para o grupo NE uma 4rea de 764442 e para o grupo E uma area de 53.634.7
representando uma diminuig¢do de 29.8%, que foi detectado pelo teste t nao pareado como
sendo muito significante.

Nos grupos desafiados com carragenina 1mg (Figura 3) os tempos observados
foram 60°, 120°, 180°, 240°, 300°. As médias das medidas realizadas no grupo NE
apresentaram os seguintes resultados 0.25+0.03ml, 0.51+0.05ml, 0.56+0.07ml,
0.74+0.07ml e 0.77+0.08ml. No grupo E as médias dos volumes de edema foram,
respectivamente, 0.15+0.04ml, 0. 40+0.04ml, 0.5 1+0.05ml, 0.61+0.06ml e 0.58+0.04ml.

Nas areas calculadas sob as curvas das respostas de todos os animais, tivemos para o
grupo NE uma area média de 102.2+9.7 e para 0 grupo E uma area média de 82.218.4, a
diferenga existente entre os dois grupos foi considerada ndo significante pelo teste t ndo

pareado aplicado nas areas sob as curvas.
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Figura 2. Edema de pata em ratos induzido por C48/80 (5ug/pata). Os circulos abertos
representam O grupo ndo estressado (NE) e os circulos fechados representam © grupo
prenatalmente estressado (E). O histograma a direita representa a area sob a curva, sendo a
barra aberta o grupo NE e a barra fechada o grupo E. Os resultados representam a media +

E.P.M, **<0.01, teste t ndo pareado aplicado na area sob curva, (N=5 cada).
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Figura 3. Edema de pata em ratos induzido por carragenina (Img/pata). Os circulos
abertos representam o grupo nao estressado (NE) e os circulos fechados representam o
grupo prenatalmente estressado (E). O histograma a direita representa a area sob a curva,
sendo a barra aberta o grupo NE e a barra fechada o grupo E. Os resultados representam a
meédia + E.P.M, teste t ndo pareado aplicado na éarea sob curva demonstrou ndo haver

diferenca entre os grupos estudados, (N=5 cada).
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3.4 Pleurisia ndo alérgica

A pleurisia no alérgica utilizou carragenina 1235 ug/cavidade como estimulo, os
tempos avaliados fora de 6h, 24h e 48h. Foram avaliadas as quantidades do total de
leucocitos (Figura 4A) e as contagens diferenciais de neutréfilos (Figura 4B), eosinofilos
(Figura 4C) e células mononucleares (F igura 4D).

A contagem total de leucocitos (Figura 4A) apresentou, para O grupo NE, os
seguintes resultados: 61.3%3.6, 46,1%62 e 227447 leucécitos/lavado  x10°,
respectivamente nos tempos estudados. O grupo E apresentou, respectivamente, um influxo
de 59.4+5.2, 51.143.4 € 20.6+3 8 leucocitos/lavado x10°.

Os neutréfilos (Figura 4B) tiveram, para o grupo NE, um influxo de 46.443.6,
31.6+4.2 e 3.1+1.2 neutrofilos/lavado x10°, respectivamente e para o grupo E a quantidade
de neutrofilos foi, respectivamente, 41.943.4,29.0£2.6 ¢ 1 7+0.4 neutrofilos/lavado x10°.

Na contagem diferencial de eosinofilos (Figura 4C) ocorreu, para o grupo NE, um
influxo de 0.5+0.24, 1.7+0.5 e 1405 eosinofilos/lavado x10°, respectivamente nos
tempos estudados. No grupo E o infiltrado foi de 06+02, 4003 e 1503
eosinofilos/lavado x10°, respectivamente.

O infiltrado de células mononucleares (Figura 4D), para o grupo NE, foi de
14.3+1.0, 12.842.2 e 18.343 .3 células mononucleares/lavado x10°, respectivamente, e para

o grupo E foi de 16.9+2.4, 180+2.5 e 17.443.3 células mononucleares/lavado x10°,

respectivamente, nos tempos estudados.
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ANOVA seguida de Student-Newman-Keuls detectou um aumento significativo de
eosinofilos para o grupo E no tempo de 24h, o aumento foi de 142.17% com relagcdo ao

grupo NE. Nio houve diferenca significativa em outros tempos ou tipos celulares.

60



o 70 A A &L B e
=) ] . <
2ecd L o 1 Nio estressados
»x <L T
3 = 4 T o k. MW Estressados
g - L B 40 -
& 40 4 s :
g % % T m
= 1 1. |
[+ T — L -
8 50 - - |.6 Z ;
]
i 10 4 | 'E 1C - |
C | e : —
- L T U T
o E i il 6h 24h 48h
Tempo/thoras Tempo/horas
>
= 54 & B D
= - E 4
= T .8 o B :
=] 4 | 1 Ll - - 'I
E e B
© s
= 2 | = <z J =~ .
& = ¢ O I
B £l
= 1 1 - s | | |
;o [
E 4 ! _L E = l i
g e - - i 1 g - i |
@ | | | ) |
Q - T T ! g 0 L] ; | .
&h 24h 48t & 2dn 48h
Tempo/horas Tempofhoras

Figura 4. Numero de leucocitos totais e diferenciais em pleura de ratos induzido por
carragenina (Img/cavidade). O numero total de leucocitos (A), neutrofilos (B), eosinofilos
(C) e células mononucleares (D) foram expressos 6, 24 e 48 horas apdés a injegdo
intrapleural. As barras abertas representam os grupo ndo estressados e as barras fechadas
representam os grupos prenatalmente estressados. Os resultados representam a meédia +

E.PM. *p<0.05 ANOVA seguida de Student-Newman-Keuls (N=7-8 cada).
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3.5 Pleurisia alérgica

A pleurisia alérgica foi realizada com sensibilizagdo e provocagdo antigénica com
ovoalbumina (OVA), para avaliar a eficiéncia da sensibilizagdo os animais NE ou E
receberam OV A ou apenas veiculo, tendo-se 4 grupos experimentais: ndo estressado-nao
sensibilizado (NE-NS), nio estressado-sensibilizado (NE-S), estressado-ndo sensibilizado
(E-NS) e estressado-sensibilizado (E-S). As contagens foram feitas 24h apos a provocagao
antigénica.

Na contagem total de leucocitos (Figura 5A) tivemos um influxo de 4.5£0.6
leucocitos/lavado x 10° para o grupo NE-NS, 10.2+0.4 leucocitos/lavado x10° para o grupo
NE-S, 6.140.6 leucocitos/lavado x10° para o grupo E-NS e 17.612 7 leucécitos/lavado x10°
para o grupo E-S. ANOVA seguida de Student-Newman-Keuls demonstrou significativa
diferenca entre os grupos NE-NS e o grupo NE-S, onde o grupo NE-S apresentou um
aumento significativo de 125.5% no total de leucocitos em relagdo ao grupo NE-NS
demonstrando a eficiéncia do método de sensibilizagdo. O grupo E-S teve um influxo de
leucocitos 72.9% maior que do grupo NE-S, considerado estatisticamente muito
significante.

A contagem diferencial de neutrofilos apresentou um infiltrado de 0.4%0.1
neutréfilos/lavado x10° para o grupo NE-NS, 0.7+0.1 neutrofilos/lavado x10° para o grupo
NE-S, 0.5+0.1 neutrofilos/lavado x10° para o grupo E-NS e 1.410.4 neutréfilos/lavado x10°
para o grupo E-S. O grupo E-S apresentou um aumento estatisticamente muito significante

de 105.7%, quando comparado ao grupo NE-S.
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O infiltrado de eosinéfilos foi de 1.3+0.1 eosinofilos/lavado x10° para o grupo NE-
NS, 3.040.2 eosinéfilos/lavado x10° para o grupo NE-S, 1.740.1 eosindfilos/lavado x10°
para o grupo E-NS e 6.1+0.7 eosino6filos/lavado x10° para o grupo E-S. O grupo NE-S teve
um aumento estatisticamente significante de 136.8% com relagdo ao grupo NE-NS,
demonstrando a eficiéncia do protocolo de sensibilizagdo. O grupo E-S teve um aumento
considerado pela ANOVA seguida de Student-Newman-Keuls como extremamente
significante de 106.7% quando comparado ao grupo NE-S.

O infiltrado de células mononucleares foi de 2.6+0.3 células mononucleares/lavado
x10° para o grupo NE-NS, 6.4+0.2 células mononucleares/lavado x10° para o grupo NE-S,
3.9+0.5 células mononucleares/lavado x10° para o grupo E-NS e 10.0£1.8 células
mononucleares/lavado x10° para o grupo E-S. O grupo NE-S teve um aumento
estatisticamente significante de 153.5% com relagdo ao grupo NE-NS, demonstrando a
eficiéncia do protocolo de sensibilizagdo também neste tipo celular. Com relagdo a
influéncia do estresse, o grupo E-S teve um aumento de 53.8%, considerado significante

pela ANOVA, seguida de Student-Newman-Keuls quando comparado a0 grupo NE-S.

63



O Néo estressados

e 25 _‘ A 248 B B Esh‘fisados
- "; -
§° g ’
& S1,2-
2 15 x
b7 [£2] 0!9 E "
AL ] | = 0,6 |
s, . . g ;
: . 1 | | |
- k| ' — = 0 i i i
¢ NE/NS NE/S E/NS ES - NE/NS NE/S E/NS E/S
(=]
- *
< 8- c o 14 - D
o) b g g 12 - *
= [ = [
® 6 - = 10 -
> & |
= 2 84
g | S 6 ]
:'5 2 _I g 4 4 . l i
£ & 2 == 1
7] | = | |
NE/NS NE/S ENS FES E NE/NS NE/S ENS FES

Figura 5 Niamero de leucocitos totais e diferenciais em pleurisia de ratos ndo
estressados-ndo  sensibilizados (NE-NS), ndo estressados-sensibilizados (NE-S),
estressados-ndo sensibilizados (E-NS) e estressados-sensibilizados (E-S). O numero total
de leucécitos totais (A), neutrofilos (B), eosinofilos (C) e células mononucleares (D) foram
expressos 24 horas apds a injecdo intrapleural de OVA. Os resultados representam a media
+ EP.M. *p<0.05, **p<0.01 ***p<0.001, ANOVA seguida de Student-Newman-Keuls

comparado ao grupo NE-S. (N=5 cada).
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4. Discussdo



Varios estudos ja estabeleceram que a aplicagdo de estressores durante a fase intra-
uterina provoca diversas alteragdes morfologicas, comportamentais e fisiologicas durante o
desenvolvimento e na vida adulta em roedores (WARD, 1972; DAHLOF, HARD,
LARSSON, 1977, MEISEL, DOHANICH, WARD, 1979, WEINSTOCK, FRIDE,
HERTZBERG, 1988; SECOLI & TEIXEIRA, 1998). As alteracdes causadas pele estresse
pré-natal j4 aparecem no nascimento com a diminuig3o no tamanho da ninhada (FRIDE &
WEINSTOCK, 1984), esta diminuigdo parece estar associada a diminui¢do no nascimento
de filhotes macho (TEIXEIRA, LOPES, SECOLI, 1995; SECOLI & TEIXEIRA, 1998).
Outra alteragio observada ¢ a diminuigdo da distdncia ano-genital nos filhotes machos
(DAHLOF, HARD, LARSSON, 1977, DAHLOF, HARD, LARSSON, 1978).

Neste estudo aplicamos o esquema de estresse proposto por WILLNER et al. (1987)
e observamos a diminui¢do do nimero de filhotes por ninhada e também no nascimento de
machos. Estes dados sdo consistentes com os de SECOLI & TEIXEIRA (1998), que
utilizaram o mesmo de estresse € obtiveram o mesmo resultado.

Sio muito escassos os trabalhos que estudam o efeito de estressores no periodo pre-
natal sobre a resposta inflamatéria dos descendentes, sendo mais facil encontrar estudos
que avaliam a resposta imunolégica. KLEIN & RANGER (1995) avaliaram o efeito do
estresse sobre a fungdo imune dos descendentes tanto em idade juvenil, como em ratos
adultos. As ratas prenhas foram expostas & imobilizagao sob alta luminosidade trés vezes ao
dia durante a ultima semana de gestagdo. A proliferagdo estimulada por concanavalin-A
ndo foi alterada, a citotoxicidade das células natural killer (NK) foi brandamente diminuida
em machos jovens, mas ndo em fémeas, porém nos adultos a citotoxicidade de NK foi
brandamente aumentada para ambos os sexos. Outro dado importante foi da resposta imune

humoral especifica, onde todos os descendentes apresentaram altos niveis de anticorpos
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quando desafiados com o antigeno keyhole limpet hemocyanin (KLH) quando comparados
aos controles.

O estudo realizado por KAY et al. (1998), em ratos adultos, apresentou como
resultado alguns pardmetros imunes diferentes dos obtidos por KLEIN & RANGER. Ratas
prenhas foram perturbadas com barulho e alta iluminagdo trés vezes por semana durante
toda a gestagdo. Nestas condigdes, o estresse pré-natal diminuiu a proliferagéo de linfocitos
do bago para os mitdgenos pokeweed (PWM) e fitohemaglutinina (PHA) e diminuiu a
citotoxicidade das células NK.

Este trabalho ¢ o primeiro a avaliar os efeitos do estresse pré-natal sobre a resposta
inflamatoria edematogénica. O edema induzido na pele por PAF, LPS, carragenina e
C48/80 nio foi alterado pelo estresse pré-natal, assim como o edema induzido em pata por
carragenina, porém quando o edema de pata foi induzido com C48/80, houve uma
significativa diminui¢do da formagdo de edema.

Para analisar os resultados dos testes de edema de pele e edema de pata deve-se
considerar, em primeiro lugar, as diferengas existentes entre os leitos vasculares estudados
e as caracteristicas de cada método utilizado.

Ratos que foram submetidos ao estresse pré-natal, quando submetidos ao estresse na
idade adulta, exibem uma prolongada secregdo de corticosterona em relagdo a ratos que nao
foram prenatalmente estressados, demonstrando hiperatividade no eixo HPA (FRIDE et al,
1986; HENRY et al., 1994, MACCARI et al, 1995; VALLEE et al., 1996).

No teste de edema de pele os animais sdo profundamente anestesiados e, durante as
etapas do experimento eles estdo desacordados, desta forma a manipulagao requerida para

execugdo do experimento ndo afetaria os animais emocionalmente.
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Ja no teste de edema de pata, os animais sao manipulados durante todo o
experimento, sentindo todo desconforto do inchago nas patas e da manipulagdo, visto que
estio superficialmente anestesiados apenas quando recebem o indutor na pata. Estes
eventos podem induzir a um maior aumento nos niveis de corticosterona nos animais
prenatalmente estressados do que nos ratos ndo estressados, isto explicaria um menor
volume de edema nas patas dos ratos filhos de méaes estressadas quando estimuladas com
C48/80.

Outra explicagdo seria uma maior produgdo de catecolaminas pelos ratos
prenatalmente estressados (FRIDE & WEINSTOCK, 1989, TAKAHASHI et al., 1992;
ALONSO et al, 1994), com uma maior produ¢do de neurotransmissores adren€rgicos
ocorreria uma vasoconstri¢do, que poderia diminuir a formagdo do edema induzido pelo
C48/80.

O composto 48/80 age ativando os mastocitos a desgranularem histamina e
serotonina (SLORACH & UVNAS, 1968, GARLAND & PAYNE, 1979). A carragenina
age de maneira mais generalizada, ativando diversos mediadores na resposta inflamatoria
aguda, os principais s30 o sistema complemento, histamina, serotonina, cininas e
prostaglandinas (DI ROSA, GIROUD, WILLOUGHBY, 1971).

Seria natural, que a diminuigdo do edema ocorrido no C48/80 também aparecesse
quando o estimulo fosse a carragenina, ja que a serotonina € a histamina tambem
participam do edema provocado por este agente (DI ROSA, GIROUD, WILLOUGHBY,
1971). Uma explicagdo para o estresse pré-natal nao ter afetado o edema induzido pela
carragenina seria a alteragio na produgdo de algum mediador especifico, reagente a
carragenina, que pode alterar a resposta vascular, contrabalangando a diminuig¢do que

apareceu somente quando os mediadores ativos eram a histamina e serotonina.
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Poderiamos especular que o Oxido nitrico (NO), pode ser a molécula responsavel
por esse. Animais expostos ao estresse pré-natal apresentam ansiedade como uma
caracteristica comportamental (VALLEE et al, 1997, WEINSTOCK, FRIDE,
HERTZBERG, 1988), o NO tem papel ansiogénico no sistema nervoso central, esse papel
foi observado pela agdo ansiolitica do L-Name (FARIA et al., 1997), um composto inibidor
da sintese do NO. A inibicdo da sintese do NO provoca também diminui¢do do edema de
pata produzido pela carragenina, essa redugdo ¢ atribuida a redugdo do fluxo sanguineo
(MEDEIROS et al, 1995). Desta forma, poderiamos imaginar, se o estresse pré-natal tiver
efeito sobre a sintese de NO, este poderia estar produzindo alteragdes na formagao do
edema. Entretanto, futuros estudos complementares sdo necessarios para fortalecer essa
hipotese.

Com relag@o a resposta inflamatoria celular, esta foi estudada sob estimulos nao
alérgico e alérgico.

O indutor ndo alérgico da migragdo celular foi a carragenina, os resultados
demonstraram um significante aumento no influxo de eosindfilos no tempo de 24h, sem
alteragdo nos outros tempos e tipos celulares estudados.

A alteracdo neste Gnico tipo celular, leva a acreditar que pode estar ocorrendo
alteracdo na produgio de um mediador especifico da resposta inflamatoria, que esteja
relacionado com o tipo celular afetado, no caso, os eosintfilos. Dentre os fatores que
podem induzir o influxo de eosinofilos pode-se destacar as citocinas (FACCIOLI et al,
1990; RIBEIRO et al., 1991), leucotrienos (SMITH, FORD-HUTCHINSON, BRAY, 1980)
e o NO (FERREIRA et al., 1996).

Para o protocolo de pleurisia alérgica induzida com sensibiliza¢do e desafio com

ovoalbumina (OVA), tanto a contagem do numero total de leucécitos quanto as contagens
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diferencias de neutrofilos, eosinéfilos e células mononucleares foram significantemente
maiores nos ratos prenatalmente estressados. Estes resultados sdo compativeis aos obtidos
por NOGUEIRA et al. (1999), utilizando-se de um modelo experimental de asma alérgica.

A maneira como o estresse pré-natal afeta a resposta inflamatéria € desconhecida.
Porém, assim como descrito anteriormente, os animais estressados prenatalmente possuem
menor habilidade de retornar a homeostase apds sua exposi¢do a um estressor, exibindo
uma prolongada secregdo de corticosterona e hiperatividade do eixo HPA (FRIDE et al.,
1986; HENRY et al, 1994, MACCARI et al., 1995, VALLEE et al, 1996), devido 2
diminuico de receptores hipocampais para corticosterona (MACCARI et al., 1995).

O eixo HPA também pode ser hiperativado através de sinais inflamatorios. As
citocinas possuem papel fundamental neste processo, tanto a [L-1at quanto a IL-1 afetam a
atividade pituitaria-adrenal através do aumento da secregdo de CRH (BERKENBOSCH et
al. 1987; SAPOLSKY et al. 1987). Além dessas, receptores de TNF-a, IL-3 e IL-6 ja foram
encontrados nos neurdnios do nicleo paraventricular no hipotalamo (CUNNINGHAM &
DE SOUZA. 1993; YABUUCHI et al., 1994; ERICSSON et al., 1995, MARQUETTE et
al,, 1995; WONG et al, 1995, ROTHWELL, LUHESHI, TOULMOND, 1996).

Os corticosterdides, produto final da hiperativagdo do eixo HPA, possuem papel
antiinflamatorio, porém, em situagdes especificas, podem possuir um papel pro-
inflamatorio. Classicamente, um aumento na concentragdo de corticosterdides pode
depletar os leucocitos circulantes, porém, muitas evidéncias sugerem que estes leucocitos
sdo “seqiiestrados” e inativados em tecidos imunes. Estes leucocitos podem, se necessario,
migrar para areas inflamadas (SAPOLSKY, ROMERO, MUNCK, 2000). DABHAR &

McEWEN (1996) observaram que ap6s a aplicagdo de estresse agudo, a aplicagdo de um
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antigeno especifico na pele produziu um aumento significativo na migragdo celular em
resposta ao antigeno.

Sendo assim, as citocinas podem agir como estressores, ativando o eixo HPA, entre
as fases do desafio antigénico e do sacrificio dos animais, provocando altas concentragoes
de corticosterdides que podem, nesta situa¢do, ter uma agdo pro-inflamatéria para a
migragdo celular.

E interessante destacar que a disfun¢do do eixo HPA que ocorre nos filhos de mae
estressada também ¢é observada na depressdo endogena (GOLD, GOODWIN, CHROUSOS,
1988), sugerindo uma correlagdo entre a resposta imune ou inflamatoria e a depressao
(CONNOR & LEONARD, 1998), ja que o estresse pré-natal agrava a depressdo produzida
pelo modelo de desamparo aprendido (SECOLI & TEIXEIRA, 1998).

Este estudo demonstrou, também, que o estresse pré-natal altera a resposta
inflamatéria, principalmente se esta for produzida em resposta a um estimulo alérgico e

vem a contribuir com o entendimento das interagdes neuroendocrinoimune.
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5. Conclusoes



O estresse cronico pré-natal:

1) Diminuiu o tamanho das ninhadas pela diminui¢do na quantidade de descendentes

macho.

2) Nao alterou, o edema produzido por PAF, LPS, carragenina ¢ composto 48/80 em pele

de ratos.

3) Diminuiu, de maneira muito significativa, o edema produzido pelo composto 48/30 e ndo

produziu efeito quando o estimulo foi carragenina em pata de ratos.

4) Aumentou significativamente o numero de eosinofilos em pleurisia induzida por

carragenina.

4) Exacerbou de maneira generalizada (leucocitos totais, neutrofilos, eosinofilos e células
mononucleares) a resposta inflamatéria celular quando induzida por sensibilizagdo e
desafio antigénico com ovoalbumina, sugerindo que a inflamagdo alérgica € bem mais

afetada que a ndo alérgica.
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6. Summary

In this work we investigated the chronic mild prenatal stress effect on the vascular
and cellular inflammatory response in rats.

Pregnant female Wistar rats were submitted to the stress model proposed by
WILLNER et al, 1987, that consisted of varied and transitory alterations of the
environment of creation of the animals in the last 2 weeks of gestation, the control group
stayed without any manipulation, except routine cares.

The adults offspring were submitted to the following tests: skin oedema, paw
oedema, non allergic pleurisy, allergic pleurisy. To the allergic pleurisy protocol, the
animals were sensitized in the first day of stress protocol with a subcutaneous injection of
ovalbumin (OVA), after the last day of the stress protocol the animals were challenged with
OVA in the pleural cavity. The non-allergic pleurisy was induced by carrageenan, the
oedema was induced by carrageenan or C48/80 and the skin oedema with PAF, LPS,
carrageenan and C48/80.

In the allergic pleurisy de pleural lavage was collected 24h after the antigenic
challenge with OVA, in the non-allergic pleurisy procedure the pleural lavage was
collected 6, 24 and 48h after induction by carrageenan. The volume of paws measure to
non-allergic paw oedema was performed 60, 120, 180, 240 and 300min after induction by
carrageenan and 15, 30, 60, 120 and 180min for C438/80.

The results showed not significant difference between the stressed and non-stressed

groups in the skin oedema to all stimulus. Already, the edematogenic response was
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diminished to the prenatally stressed rats in comparison to the non-stressed in the paw
oedema induced C48/80, but not in the rats were stimulated with carrageenan.

The non-allergic pleurisy showed a significant enhancement in the eosinophils
infiltration 24h challenge with carrageenan in prenatally stressed rats. In the allergic
pleurisy the prenatally stressed rats exhibited a significant exacerbation in the leukocytes
influx, differentially this exacerbation occurred to all cellular types studied: neutrophils,

eosinophils and mononuclear cells.
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