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RESUMO

Introducdo: Diversos modelos experimentais tém sido utilizados para demonstrar que intervengdes no inicio da vida
podem gerar alteragfes permanentes que perduram ao longo da vida. A administrac@o de lipopolissacarideo (LPS) no
periodo neonatal gera um estimulo imunolégico estressante capaz de alterar muitas respostas fisioldégicas ao estresse
na vida adulta.

Objetivo: Revisar a literatura acerca das influéncias, em longo prazo, que a administracéo de LPS no periodo neonatal
pode gerar na vida adulta em modelos experimentais.

Materiais e Métodos: O presente estudo consiste em uma revisdo integrativa da literatura com base na busca de
artigos cientificos disponiveis nas bases de dados Medline/PubMed e Science Direct, utilizando os descritores neonatal
programming, neonatal stress, neonatal LPS e neonatal lipopolysaccharide. Foram incluidas publica¢des cuja tematica
abordasse os resultados da utilizagdo de LPS como estressor neonatal em protocolos experimentais, sem limite de data.
Resultados: Foram selecionados 15 artigos que mostram modelos experimentais em que a injecdo de LPS em ratos
neonatos causa modificacdes funcionais da resposta do eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal (HPA) quando adultos,
incluindo elevagdo nos niveis plasmaticos de corticosterona. Ainda, ha diminuicdo das concentracdes circulantes de
citocinas pro-inflamatorias, hiperalgesia, aumento na sensibilidade ao estresse e aumento do comportamento de
ansiedade e depressao.

Concluséo: Os resultados demonstram que a administracdo neonatal de LPS consiste em um modelo experimental
efetivo de programming, provocando uma série de alteragdes imunoldgicas e comportamentais na vida adulta.

Palavras-chave: animais recém-nascidos; inflamac&o; modelos animais; estresse fisiologico.

ABSTRACT

Introduction: Several experimental models have been used to demonstrate that interventions early in life can lead to
permanent changes that persist throughout life. In this context, the administration of lipopolysaccharide (LPS) in the
neonatal period generates a stressful immune stimulation, which is able to change many physiological responses to
stress in adulthood.

Objective: To review the literature about the long-term influences in the adult life of the LPS administration during the
neonatal period in experimental models.

Materials and Methods: This study consists of an integrative literature review based on the search of scientific articles
available in Medline/Pubmed and Science Direct databases, using the following keywords: neonatal programming,
neonatal stress, neonatal LPS and neonatal lipopolysaccharide. We have included manuscripts whose content included
the use of LPS as a neonatal stressor in experimental protocols, without limits of date.

Results: We selected 15 articles demonstrating that experimental models injecting LPS in neonatal rats results in
functional modifications of the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis as adults, including increased levels of plasma
corticosterone. Indeed, there are decreased inflammatory cytokine levels, hyperalgesia, increased sensitivity to stress
and increased anxiety and depression behaviors.

Conclusion: The results demonstrate that neonatal LPS administration consists of an effective experimental model of
programming, leading to a series of immunological and behavioral changes in adulthood.

Keywords: newborn animals; inflammation; animal models; physiological stress.

!Farmacéutico. Mestre em Biologia Celular e Molecular. Laboratério de Pesquisa em Biofisica Celular e Inflamagdo, Pontificia
Universidade Catélica do Rio Grande do Sul (PUCRS), Brasil.

2Académica em Ciéncias Bioldgicas. Laboratério de Pesquisa em Biofisica Celular e Inflamag&o, PUCRS, Brasil.

SFisioterapeuta. Doutor em Fisiologia pela Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Pesquisador do Centro Infant, Instituto de
Pesquisas Biomédicas, PUCRS. Professor do Programa de Pés-Graduacdo em Pediatria e Salde da Crianca e da Faculdade de
Enfermagem, Nutricdo e Fisioterapia, PUCRS, Brasil.

Revista Ciéncia & Saude, Porto Alegre, v. 7, n. 1, p. 47-53, jan./abr. 2014 47



Efeitos de longo prazo do estresse neonatal...
INTRODUCAO

Diversos modelos experimentais tém sido utilizados
para demonstrar que intervencdes no inicio da vida,
sejam elas pré ou neonatais, podem gerar alteragdes
permanentes que perduram ao longo da vida. O
conceito de programming tem sido desenvolvido para
explicar o processo pelo qual um organismo se adapta
aos eventos ambientais através da geragdo de
alteracdes estaveis no fenétipo. Isto geralmente ocorre
em periodos iniciais de desenvolvimento, fazendo com
que a exposicdo a um ambiente adverso possa
perturbar o processo de proliferagdo e diferenciagdo
celular e tenha efeitos duradouros sobre a salude do
individuo?.

O estresse imune pré-natal induzido por
lipopolissacarideo (LPS) ou citocinas, aumenta a
ingestdo de comida em ratos e leva a obesidade e a
distirbios associados a sindrome metabdlica, como o
aumento de leptina sérica e resisténcia a insulina no
adulto?. Também, modelos como a manipulagdo no
periodo neonatal tém sido amplamente estudados com
a descricho de indmeras alteracdes, incluindo
diminuigdo do medo ao explorar ambientes novos?®,
resposta  menos acentuada na secrecdo de
glicocorticoides*®, diminuicdo da funcéo reprodutiva®®7,
diminuicdo do nimero de células no locus coeruleus®,
reducdo da densidade de receptores de angiotensina Il
na area pré-éptica medial e no ndcleo paraventricular®,
além de importante reducdo na funcdo renal e nos
mecanismos de regulacdo do equilibrio
hidroeletrolitico®. De qualquer forma, independente do
modelo utilizado, parece bem estabelecido que
intervencdes nestes periodos importantes provoguem
este efeito de programming, ou seja, uma “marca” no
desenvolvimento de diferentes sistemas que permanece
ao longo da vida.

Este parece também ser o caso de modelos que
reproduzem situagdes de inflamacdo e/ou infeccao
durante o periodo neonatal e alteram a responsividade
de importantes sistemas na vida adulta'’. O periodo
neonatal é um estigio muito importante no
desenvolvimento neurolégico'?, pois se caracteriza por
grande plasticidade e capacidade de reorganizacdo®. A

administragdo de LPS no periodo neonatal gera um
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estimulo imunoldgico estressante!4 capaz de estimular a
expressdo de citocinas e causar alteragBes cerebrais
em certas regides do hipocampo de ratos adultos?,
além de ativar o eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA)
em neonatos!®. Ja é sabido que a injecdo de LPS em
ratos neonatos causa elevag¢des nos niveis plasmaticos
de corticosterona e aumenta a sensibilidade do eixo
HPA quando adultos, o que altera muitas respostas
fisiologicas ao estresse na vida adultal’. Além disso, a
administragdo de LPS neonatal aliado a uma exposicéo
estressante quando adulto resulta em aumento
significativo no comportamento de ansiedade*®.

A parte das evidéncias em modelos experimentais,
nos seres humanos, uma experiéncia adversa no inicio
da vida, como negligéncia emocional, pode levar a um
aumento da probabilidade do individuo desenvolver
ansiedade, depresséo, doencga crdnica ou mesmo vicio
em drogas na vida futura'®. Achados semelhantes foram
demonstrados em modelos de primatas com privagcdo
parental ou social durante o periodo neonatal,
produzindo adultos socialmente desajustados, timidos,
deprimidos e com altera¢des na funcdo neuroimune e
no eixo HPA8, Dessa forma, o periodo neonatal
constitui-se em uma  fase importante do
neurodesenvolvimento para a compreensédo da etiologia
e da trajetéria do desenvolvimento de desordens
neuropsiquiatricas na vida adulta, como a ansiedade e a
depressao’?.

Assim, o entendimento das repercussbes e
mecanismos pelos quais variagdes no periodo neonatal
podem gerar altera¢des estaveis que perduram ao longo
da vida consiste em tema atual e de grande relevancia.
A alta prevaléncia de criangas que passam por
situagfes adversas no periodo neonatal, incluindo
processos inflamatodrios, justifica a preocupagdo em
conhecer os efeitos dessas intervencBes sobre a
resposta a situag6es adversas na vida adulta. Com base
nisso, este estudo tem como objetivo revisar a literatura
acerca das influéncias, em longo prazo, que a
administragdo de LPS no periodo neonatal pode gerar

na vida adulta em modelos experimentais.

MATERIAIS E METODOS

O presente estudo consiste em uma revisdo
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integrativa da literatura com base na busca de artigos
cientificos disponiveis em diferentes bases de dados. A
busca eletrnica nas bases de dados Medline/PubMed e
Science Direct, que fornecem informagdo técnico-
cientifica de reconhecida qualidade, foi realizada no més
de junho de 2013 utilizando os descritores/unitermos,
em lingua inglesa, neonatal programming, neonatal
stress, neonatal LPS e neonatal lipopolysaccharide.
Adotou-se como critérios de inclusdo as publicacdes -
sem limite de data - cuja tematica abordasse os
resultados da utilizagdo de LPS como estressor
neonatal em protocolos experimentais. Primeiramente,
foram analisados titulos e resumos dos resultados das
buscas, sendo aqueles estudos que contemplassem a
tematica proposta selecionados, incluidos e lidos de
forma minuciosa. Foram excluidos da selecdo estudos
realizados em seres humanos e revisdes de literatura. A
andlise minuciosa seguiu referencial tedrico, incluindo a
leitura exploratéria, seletiva, analitica e interpretativa do
material empirico®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Através das buscas realizadas e de acordo com o0s
critérios descritos anteriormente, foram selecionados e
incluidos 15 artigos nesta revisdo. Estes séo tabulados
na tabela 1, que apresenta os trabalhos que fazem uso
de LPS como indutor de programming neonatal.

A endotoxina LPS é um componente pirogénico
imunologicamente ativo da parede celular de bactérias
gram negativas endémica a maioria das espécies de
mamiferos. Os vertebrados tém receptores especificos
de LPS na superficie de macréfagos, sendo que a
administracdo de LPS imita a resposta comportamental,
neuroquimica e neuroenddcrina produzida pelo sistema
imune em resposta a infecgdo?®. Um (nico desafio com
LPS no periodo neonatal é capaz de gerar alteracdes de
longo prazo (que permanecem até a vida adulta) na
resposta de sistemas fisiologicos?’.  Modelos
experimentais de inducdo de programming tem utilizado
uma aplicacdo de LPS no décimo?72' ou décimo
quarto???* dia de vida. No entanto, outros estudos fazem
duas aplicacées, nos dias 3 e 562531 gy nos dias 7 e 932

ap6s o nascimento. De maneira geral, os trabalhos
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fazem uso de ratos Wistar, Long-Evans, Fischer-344,
Lister-hooded ou Sprague-Dawley.

Uma infec¢@o bacteriana, tal como a mimetizada pela
aplicacdo de LPS, manifesta a resposta central a um
desafio imunolégico. Patégenos (como o LPS) se ligam
a receptores toll-like (por exemplo, o receptor de toll-like
4, TLR4) em mondcitos, macréfagos e adipocitos. Esta
ativacdo inicia uma cascata que contribui para a
iniciacAo da resposta febril e liberacdo local de
prostaglandina E2 (PGE2) a partir do figado, que atua
sobre o vago gerando uma sinalizagdo para o sistema
nervoso central e causando elevagdo inicial de
glicocorticoides através do eixo HPA. Posteriormente,
hd uma série de eventos que culminam com a
fosforilagdo do inibidor IkB, liberando o fator nuclear NF-
KB que é translocado para o ndcleo, onde inicia a
transcricdo de citocinas pro-inflamatorias, tais como a
interleucina 1B (IL-1B), interleucina 6 (IL-6) e fator de
necrose tumoral a (TNF-a), bem como as citocinas anti-
inflamatdrias como o antagonista do receptor de IL-1 e
interleucina 10 (IL-10). As citocinas sao liberadas para a
corrente  sanguinea e estimulam a enzima
ciclooxigenase 2 (COX-2), que regula a conversédo de
acido araquidénico para prostaglandina E2 (PGE?2). Esta
sequéncia de eventos atua sobre o sistema nervo
central induzindo uma série de respostas fisioldégicas
gue culminam com a producéo de febre e ativacdo mais
pronunciada do eixo HPA na luta contra o patégeno
invasor3:,

Em relacdo ao estudo dos possiveis efeitos
cumulativos de eventos perinatais, parece haver
necessidade de uma abordagem mais integradora.
Neste sentido, a utilizagdo de estratégias como um
“duplo estimulo” fornece uma plataforma a partir da qual
se pode investigar a inter-relacdo dindmica entre
multiplos mecanismos, postulando que um primeiro
estimulo (genético ou ambiental) durante periodos
criticos do desenvolvimento atrapalha a ontogenia dos
sistemas neurais, que estabelece uma susceptibilidade
a um segundo estimulo na vida adulta'®. Animais
adultos submetidos a administracdo de LPS tém
concentragbes  circulantes das  citocinas  pro-
inflamatdrias, IL-1B, IL-6 e TNF-a, significativamente

atenuadas quando tratados com LPS no periodo
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TABELA 1 - Resumo dos principais estudos que fazem uso de LPS como indutor de programming experimental

neonatal.
Autor Ano Animal Idgde £d|as) LPS (t|po~e Principais achados
aplicacdo LPS concentragao)
Spraque- Aumento no peso corporal, aumento na
Iwasa et al.? 2010 prag 10 100 pg/Kg injestdo de alimento, diminui¢&o de citocinas
Dawley - ) .
no hipotdlamo e aumento de leptina sérica.
Sorague- Prevencéo da supressao do hormdnio
Iwasa et al.t’ 2009 prag 10 100 pg/Kg luteinizante e atenuacao do aumento de
Dawley Y - .
citocinas hipotalamicas.
Sorague- Prolongamento do ciclo estral, aumento na
Iwasa et al.?* 2009 prag 10 100 pg/Kg expressao hipotalamica de urocortina 2 e
Dawley - :
receptores de corticotropina.
Spencer et al.?2 2010 Sprague- 14 Escherichia coli Reducéo da hl_potermlg e aumento da
Dawley 100 pg/Kg hipertermia.
Sprague- Escherichia coli Diminuic&o de interleucina-6 sérica e da
23
Kentner et al. 2010 Dawley 14 100 pg/Kg expressao hipotalamica de COX-2.
Boissé et al 2* 2005 Sprague- 14 Escherichia coli Reducéo da expresséo de COX-2 da medula
Dawley 100 pg/Kg espinhal.
Salmonella Aumento no comportamento de ansiedade e
Walker et al.® 2009 Wistar 3e5 enterica 50 d port
e corticosterona.
HO/Kg
Knox et al.?® 2009 Sprague- 3e5 Escherichia coll Diminuic&o da kisspeptina hipotalamica
' Dawley 50 pg/Kg )
Tenk et al.6 2007 Long- 3e5 Escherichia coli Potencializacdo d_a acéo da atlyldade
Evans 50 ug/Kg locomotora do quimpirole em fémeas.
Li et al.2’ 2007 Sprague- 3e5 Escherichia coli ~ Aumento do hormon_lo Iutelnlzantg sérico e do
Dawley 50 pg/Kg receptor de corticotropina pré-optica.
sal I Aumento de corticosterona plasmatica,
Sprague- amonetia diminuicao de corticotropina e aumento de
Shanks et al.?® 2000 3e5 enteritidis 50 < ' .
Dawley /K arginina-vasopressina em nucleo
Hg’tg paraventricular.
Aumento da corticosterona plasmatica, de
Saimonella interleucina-1 e do fator de necrose tumoral-a
Walker et al.?® 2010 Wistar 3e5 enterica 50 .
IKg no hipocampo quanc!o estresse por
H9 contengéo.
Aumento no comportamento de ansiedade,
Saimonella aumento da corticosterona. Aumento do
Sominsky et al.® 2013 Wistar 3e5 enterica 50 i > :
receptor de glicocorticoide provavelmente por
Hg/Kg PO - s
um estado de resisténcia ao glicocorticoide.
. Salmonella
a1 Fischer- s ~ .
Walker et al. 2006 344 3e5 enteritidis 50 Atenuacéo da resposta febril.
Ha/Kg
. 2 Lister- Escherichia coli Diminuigdo da parvalbumina em cortex pré-
Jenkins et al. 2009 hooded 7e9 500 pg/Kg frontal.

neonatal em comparacdo aos controles, no qual foi
aplicado solucdo salina no principio da vida. Esta
reducdo na produgdo de citocinas esta associada a
reducdo da fosforilacdo de IkB no figado e baco,

levando a diminuicdo da formagdo de NF-kB e

consequente reducao na ativagcao de prostaglandina E2

(catalisada pela COX-2) no cérebro. Esta linha de

raciocinio conduz a possibilidade de que estas

alteracdes possam ser devidas ao prejuizo no feedback
corticosterona.  Os

negativo da glicocorticoides
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modificam a expressdo de citocina, principalmente por
suas agles sobre o NF-kB e eixo HPA%®. Uma Unica
aplicacdo de LPS durante o desenvolvimento impacta
também no processamento sensorial e doloroso em
individuos adultos, levando a diminuicdo dos limiares
nociceptivos e aumento das respostas a estimulos
dolorosos?*.

Uma resposta febril competente é parte crucial de
defesa do hospedeiro contra infec¢des, sendo essencial
para a sobrevivéncia. A febre tem um papel importante
na potencializacdo das respostas imunoldgicas e na
alteracdo da temperatura Otima para o crescimento
patogénico (diminuindo sua prolifera¢@o). Assim, a
diminuicdo da resposta térmica apos a infec¢éo, como
em casos de hipotermia na sepse, conduz & menor
sobrevida. Spencer?? mostra que o desafio imunoldgico
com a administracdo de LPS no periodo neonatal
atenua a hipotermia e acentua a resposta febril em
animais adultos submetidos a doses sépticas de LPS,
mostrando uma resposta positiva de adaptagdo. Este
dado conflita com outros trabalhos, que mostram
atenuacio da febre em situagGes similaress3,

Ainda, ao analisarem-se efeitos comportamentais,
sabe-se que o periodo neonatal € um estagio muito
importante na compreenséo da etiologia e da trajetoria
do aparecimento de desordens neuropsiquiatricas na
vida adulta, como a ansiedade e a depressédo’?.
Exposic@o neonatal de LPS em roedores esté associada
com o0 aumento do comportamento de ansiedade,
independente da exposicdo estressora no adulto?®.
Ratos neonatos tratados com LPS mostram um
marcado aumento na sensibilidade ao estresse quando
adultos se comparados com controles tratados com
salina, mostrando efeito de programming do eixo HPA
em longo prazo como resposta ao estresse inicial. O
mecanismo pelo qual o LPS desenvolve este efeito ndo
€ completamente entendido, embora a administracédo de
LPS mimetize os eventos ocorridos durante o estresse
infeccioso, incluindo resposta febril, aumento da
producéo de citocinas como a IL-1B, IL-6 e TNF-a pelo
aumento na atividade da COX-2 e produgéo de PGE225,
E bem estabelecido que o sistema imune é afetado pelo
status neurolégico do hospedeiro e também afeta a
condi¢do neurolégica do individuo®4, ou seja, ha uma
estreita interacdo entre os sistemas neuroenddcrino e
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neuroimune, havendo comunicac@o bidirecional entre
eles?®. Um problema no estudo das consequéncias
comportamentais da doenca é a dificuldade de separar
os efeitos do agente infeccioso em si dos efeitos da
resposta imunoldgica a este agente?®.

De maneira geral, 0 estresse € uma resposta interna
ao estimulo ou pressdo que muda ou destréi a
homeostasia do organismo em resposta a uma
alteragdo ambiental’. O eixo HPA desempenha papel
primordial na regulagdo da funcdo metabdlica. Seu
efeito constitutivo € importante componente na resposta
ao estresse!, de tal sorte que alteragGes neste eixo
hormonal sdo frequentemente associadas a distUrbios

de ansiedade e depressdo, bem como a violéncia e
agressdo®®. Animais expostos a endotoxina durante a
primeira semana de vida Sdo mais responsivos ao
estresse quando adultos, mostrando aumento de
horm6nio adenocorticotropico (ACTH) e corticosterona,
além de diminuic@o de receptores de glicocorticoides no
hipotdlamo, cértex frontal e hipocampo®. Os
glicocorticoides sdo os primeiros mediadores no
programming do eixo HPA, sendo assim, seus
receptores (responsaveis por seus efeitos) exercem
papel fundamental na resposta ao estresse. Em
camundongos transgénicos, a reducdo de 30-50% nos
niveis de receptores, resulta em significante desordem
neuroenddcrina, metabdlica e imunoldgica?.

A doenca comportamental € um estado de motivacao
desencadeada pela ativagdo do sistema imune inato
periférico, caracterizada por reducdo na atividade
locomotora nos comportamentos exploratérios®®. Varios
modelos de estresse precoce em roedores, incluindo o
estresse pré-natal e pds-natal, tém sido desenvolvidos
para o estudo dos mecanismos neurobioldgicos de
disturbios relacionados com ansiedade e depresséo.
Geralmente, 0 estresse precoce em animais aumenta o
comportamento de ansiedade e depressdo, e é
acompanhado por alteragdes funcionais do eixo HPA34,
Quando adultos, ratos neonatais infectados com E. coli
exibem certo nimero de alteracdes fisioldgicas e
comportamentais, incluindo a vulnerabilidade a
deficiéncias cognitivas, reducdo da resposta da
corticosterona ao estresse e diminuicdo das interacdes
sociais®’, sendo este perfil particularmente aparente

gquando os animais sao submetidos a um evento
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estressor agudo adicional quando adultos. Uma das
observagBes mais consistentes é que a exposi¢cdo ao
LPS nos estagios iniciais de vida resulta em prole que,
na idade adulta, demonstra aumento no comportamento
de ansiedade e depressdo. Ademais, evidéncia recente
indica que estes resultados comportamentais ndo estao
limitados aos animais expostos isoladamente, mas tém
sido demonstrados ao persistrem numa geragéo
subsequente de descendentes, carregados por uma
linha materna ou paterna dos animais previamente
expostos ao LPS%®,

Com isso, esta revisdo demonstra os efeitos gerados
em longo prazo pela administracdo neonatal de LPS.
Este procedimento vem sendo utilizado largamente na
literatura como modelo experimental para estudo dos
efeitos do programming. Ratos submetidos ao desafio
com LPS no inicio da vida apresentam alteracdes
imunoldgicas e comportamentais na vida adulta. O

“duplo  desafio” imunoldgico sugere alteragdes

funcionais do eixo HPA, o que propicia concentracdes
circulantes das citocinas proé-inflamatdrias IL-13, IL-6 e

TNF-a significativamente atenuadas, hiperalgesia,

aumento na sensibilidade ao estresse e aumento do
comportamento de ansiedade e depressdo. Um melhor
conhecimento destes modelos e seus efeitos, a luz da

literatura atual, possibilta que se avance no

entendimento dos mecanismos do programming,

propiciando melhor manejo de seus efeitos.
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