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RESUMO

Introdução: Adversidades enfrentadas no período pré-natal podem estar implicadas na

programação fetal e no surgimento de doenças na vida adulta. No entanto, pouco se sabe

sobre os efeitos do estresse neste período sobre o sistema respiratório.

Objetivos: Avaliar os efeitos do estresse pré-natal por contenção, em dois diferentes

momentos da prenhez, sobre a função pulmonar e o perfil inflamatório em camundongos

machos e fêmeas, expostos a um modelo de asma induzida por ovalbumina (OVA).

Materiais e métodos: Foram utilizados camundongos BALB/c machos e fêmeas divididos

em três diferentes grupos controle (CON), estresse pré-natal a partir da 2° semana (PNS1) e

estresse pré-natal na última semana (PNS2). A pesagem da prole foi feita em 3 diferentes

momentos (dias 1, 10 e 21). Quando adultos, foi avaliado o comportamento de

medo/ansiedade no campo aberto (entre o 50° e 54° dia). No 56° dia foi realizada a aplicação

do modelo de asma por ovalbumina com posterior análise do teste de função pulmonar

(resistência das vias aéreas, amortecimento do tecido e elastância), além da coleta de lavado

broncoalveolar para contagem total e diferencial de células e avaliação de citocinas

inflamatórias. O pulmão esquerdo foi retirado e processado para análise histológica.

Resultados: Houve diminuição significativa (p<0,05) do número de entradas e tempo

despendido no quadrante central somente no grupo PNS1 quando comparado aos controles.

Melhora na função pulmonar das fêmeas nos parâmetros de resistência das vias aéreas,

amortecimento do tecido e elastância pulmonar (p<0,05). Na contagem diferencial de células

das fêmeas, o grupo PNS1 apresentou um aumento percentual significativo dos neutrófilos

(p<0,01) e linfócitos (p<0,05) e uma diminuição significativa de eosinófilos (p<0,05), quando

comparados ao grupo controle. Também houve diminuição das citocinas inflamatórias com

redução significativa na secreção de IL-5 e IL-13 no LBA dos machos do grupo PNS1



(p<0,001 e p<0,01) e PNS2 (p<0,01 e p<0,01), quando comparados com o grupo controle.

Nas fêmeas houve uma redução significativa na secreção de IL-4, IL-5 e IL-13 nos grupos

PNS1 (p<0,05, p<0,001 e p<0,01) e PNS2 (p<0,01, p<0,001 e p<0,05)

Conclusão: Os resultados deste estudo indicam que o estresse pré-natal, a partir da segunda

semana de prenhez (PNS1), reduziu o impacto do desenvolvimento da asma em camundongos

fêmeas na idade adulta, mostrando uma melhor função pulmonar e menor resposta

inflamatória alérgica no pulmão.

Palavras-Chave: estresse pré-natal, função pulmonar e asma.



ABSTRACT

Introduction: Adversities faced during the prenatal period can be related to the onset of

diseases in adulthood. However, little is known about its effects on the respiratory system.

Aims: To assess the effects of restraint prenatal stress, in two different moments of

pregnancy, on pulmonary function and inflammatory profile in male and female mice exposed

to a ovalbumin (OVA) induced asthma model.

Methods: Male and female BALB/c mice were divided into 3 groups: control (CON),

prenatal stress from the second week of pregnancy (PNS1) and prenatal stress on the last

week of pregnancy (PNS2). Pups were weighted on 3 different moments (days 1, 10 and 21).

As adults, the fear/anxiety behavior was evaluated in the open field (between days 50° and

54°). The ovalbumin-induced asthma model was performed at day 56, followed by the

analysis of lung function (airway resistance, tissue damping and elastance), collection of

bronchoalveolar lavage fluid, total and differential cell count and inflammatory cytokines

evaluation. The left lung was removed and processed for histological analysis.

Results: There was a significant decrease (p<0.05) in the number of entries and time spent in

the central quadrant only in PNS1 group compared to controls. Females (PNS1) also

presented an improvement in the lung function, measured as airway resistance, tissue

damping and pulmonary elastance (p<0.05). When female differential cell count was

analyzed, PNS1 group showed a significant increase in the percentage of neutrophils

(p<0.01), lymphocytes (p<0.05) and a significant decrease of eosinophils (p<0.05) when

compared to the control group. There was also a decrease in the BAL inflammatory cytokines,

including a significant reduction in IL-5 and IL-13 in males of PNS1 (p<0.001 and p<0.01)

and PNS2 (p<0.01 and p<0.01) when compared to controls. In females, a significant reduction



in the secretion of IL-4, IL-5 and IL-13 in both PNS1 (p<0.05, p<0.001 and p<0.01) and

PNS2 (p<0.01, p<0.001 and p<0.05) were demonstrated.

Conclusion: The results of this study indicate that prenatal stress, from the second week of

pregnancy (PNS1), reduces the impact of asthma development in adult female mice, showing

an improved pulmonary function and a lower allergic inflammatory response in the lungs.

Keywords: prenatal stress, lung function and asthma.
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1. INTRODUÇÃO

O estresse pode ser definido como uma perturbação do estado de homeostase. Hans

Selye, em publicação na revista Nature em 1936, foi o primeiro autor a utilizar a palavra

estresse para indicar o processo de “síndrome de adaptação geral”, na qual o organismo

realiza um esforço para se adaptar as novas condições impostas por situações críticas(1).

O estresse pode ocorrer em resposta a influências externas adversas, estímulos internos

ou externos, gerando um processo de adaptação ao ambiente proporcionado(2). Esses

estímulos são denominados estressores, e a resposta desenvolvida pelo organismo é a reação

ao estresse, a qual tem o objetivo de minimizar os danos para o organismo(3). Os estressores

são todos os estímulos ou situações que fazem com que essa adaptação seja desencadeada, tais

como estresse físico, químico, psicológico ou um conjunto de fatores emocionais, podendo

ocorrer de forma aguda ou crônica(1). A resposta ao estresse consiste na ativação do sistema

simpático e adrenomedular e do eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA)(4). O eixo HPA

possui função essencial para a vida, sendo o centro controlador e regulador do organismo,

fazendo a conexão entre o sistema nervoso central (SNC) e o sistema hormonal. Este eixo

responde ao estímulo estressor e auxilia o organismo a manter a homeostasia, além de ser

essencial para a manutenção de diversas funções(5).

O eixo HPA é o responsável pela regulação da produção e secreção de

corticosteroides, tanto em condições normais quanto de estresse. No hipotálamo, mais

precisamente no núcleo paraventricular (PVN), ocorre a síntese do hormônio liberador de

corticotrofina (CRH). Este é responsável por estimular a liberação de hormônio

adrenocorticotrófico (ACTH) pela pituitária anterior, que por sua vez solicita a produção e

liberação de cortisol (corticosterona em roedores) no córtex da glândula suprarrenal. O

cortisol modula a atividade do eixo HPA através da ativação de receptores de glicocorticóides
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(GR) e mineralocorticóides (MR) no hipocampo, além de GR no PVN e pituitária anterior.

Uma redução ou aumento nos níveis destes receptores (GR e MR) nestes locais pode resultar

em alterações da atividade do eixo HPA (4, 6).

Visto que o início da vida é marcado por ser um período de alta plasticidade, o

crescimento e o desenvolvimento do indivíduo são moldados de acordo com o ambiente no

período fetal. O período pré-natal possui grande importância na maturação e desenvolvimento

de diversos órgãos e sistemas(7-9). Assim, muitos estudos investigaram os efeitos de

diferentes tipos de estresse durante o período pré-natal. Entre estes, podemos destacar o

estresse por contenção(10) como sendo um dos modelos mais utilizados. Além deste, outros

modelos também são bastante aplicados, como o estresse social(11), sonoro(12), calor(13) e

frio(14), ou a associação de diferentes estressores.

Adversidades enfrentadas durante este período podem levar a programação fetal e

possível surgimento de complicações ou doenças na vida adulta(15). Este processo, conhecido

como programming, é definido com base no conceito de que fatores não genéticos possam

agir precocemente tendo repercussões permanentes na re-organização de sistemas

fisiológicos(15, 16). Além disso, dados epidemiológicos humanos, bem como estudos

experimentais, indicam que os fatores ambientais no início da vida afetam diretamente o

desenvolvimento e alteram permanentemente a função de alguns sistemas(17). Ainda, estudos

realizados em animais demonstraram que o estresse pré-natal pode ter efeitos de programação

tanto no desenvolvimento neurológico quanto na função do eixo HPA(18, 19).

Diferentes estudos tem mostrado que o estresse no período pré-natal pode ocasionar

alterações como baixo peso ao nascimento, aumento da susceptibilidade a diabete mellitus

tipo 2(17), alteração no comportamento de medo/ansiedade(20), predisposição a doenças

cardiovasculares(21) e comprometimento no desenvolvimento e funcionamento de estruturas

do SNC(22), entre outros. Tais alterações estão intimamente associadas a fatores como:
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diferentes espécies utilizadas, o período gestacional variável, diferentes tipos de estressores,

diferentes momentos na avaliação pós-natal, sexo e o mais importante que é o tempo de

duração do estresse(23). Ainda, sabe-se que todos estes fatores, ou associação dos mesmos,

possuem complexa relação com os desfechos que serão encontrados, podendo encontrar

diferentes respostas em estudos similares.

O desenvolvimento do sistema respiratório em camundongos inicia-se cedo, por volta

do 9° dia de prenhez(24). Possíveis alterações no período pré-natal podem levar ao

programming deste sistema(12). Isso parece estar associado a modificação epigenética de

genes que codificam proteínas envolvidas na regulação/ativação do eixo HPA. Tais efeitos

desta ativação podem perdurar ao longo da vida podendo levar a modificações duradouras em

diferentes sistemas(6). Ainda, existem evidências mostrando que o estresse no período pré-

natal pode aumentar o recrutamento de eosinófilos para o pulmão, induzir uma maior

produção de muco e hiperreatividade das vias aéreas, sendo estas características da asma(6,

12).

A asma é a doença crônica de maior prevalência entre crianças(25). De acordo com a

Organização Mundial de Saúde (OMS) estima-se que 300 milhões de pessoas tem asma.

Ainda, cerca de 250.000 mil pessoas morrem prematuramente a cada ano por consequências

da asma(26).

A asma possui uma complexa interação entre fatores ambientais e componentes

genéticos, resultando em um processo inflamatório crônico das vias aéreas, caracterizado por

limitação do fluxo aéreo e hiperresponsividade brônquica, podendo se manifestar

clinicamente como dispneia, sibilância, tosse e dor no peito(27). Destas, a inflamação

brônquica exerce um papel central na fisiopatogenia da doença, principalmente pela ativação

de linfócitos T-helper (Th) 2, que expressam citocinas que ativam a resposta alérgica, como

interleucina (IL)-4, IL-5 e IL-13(28). A presença e atividade de eosinófilos, macrófagos,
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mastócitos, imunoglobulina (Ig) E específica para alergenos e linfócitos Th2 nas vias aéreas

são características da doença, sendo a infiltração eosinofílica a característica mais marcante da

asma(29). Tais processos são bem evidenciados nos achados histológicos desta doença,

incluindo características como o espessamento da membrana basal do epitélio brônquico,

hipertrofia e hiperplasia do músculo liso (broncoconstrição), aumento na produção de células

caliciformes (produtoras de muco), alteração do depósito de colágeno na matriz extracelular e

edema(28).

Diversos modelos animais têm sido utilizados por muitas décadas para tentar elucidar

tanto fatores relacionados à fisiopatologia, como para o teste de novas terapias em doenças

como a asma. O modelo de indução de asma por ovalbumina, visando avaliar respostas

alérgicas das vias aéreas, é o mais utilizado em camundongos. Sabe-se que este modelo

reproduz uma resposta clássica da asma, caracterizada por quantidades elevadas de IgE e

eosinofilia. A linhagem BALB/c é uma das mais utilizadas, devido a sua fácil manipulação e

sensibilização, e também por possuir uma genética detalhadamente conhecida(30).

Desta forma a presente tese apresenta um artigo de revisão e um artigo original

intitulados: “Efeitos do exercício físico em roedores submetidos a estresse no período pré-

natal” e “Efeito protetor do estresse pré-natal precoce na indução de asma em camundongos

fêmeas adultas”.
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1.1 JUSTIFICATIVA

Considerando a importância do período pré-natal para o desenvolvimento do sistema

respiratório, o papel dos glicocorticoides na estimulação do desenvolvimento pulmonar e a

carência de estudos sobre os efeitos em longo prazo que o estresse neste momento pode gerar,

justifica-se a necessidade de estudos avaliando a aplicação de modelos de estresse em

diferentes momentos do período gestacional e os seus efeitos na vida adulta.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos do estresse pré-natal sobre a função pulmonar e parâmetros

inflamatórios em camundongos expostos a um modelo de asma.

1.2.2 Objetivos Específicos

Avaliar os efeitos do estresse pré-natal realizado em dois momentos distintos do

período gestacional sobre:

Avaliar os efeitos do estresse pré-natal realizado em dois momentos distintos do

período gestacional sobre:

- parâmetros comportamentais de medo/ansiedade em camundongos machos e fêmeas.

- a secreção de corticosterona em camundongos machos e fêmeas.

- parâmetros de função pulmonar, em camundongos machos e fêmeas, expostos a um

modelo de asma.

- a produção de citocinas inflamatórias no lavado broncoalveolar, em camundongos

machos e fêmeas, expostos a um modelo de asma.

- o perfil celular do lavado broncoalveolar, em camundongos machos e fêmeas,

expostos a um modelo de asma.

- a histologia pulmonar, em camundongos machos e fêmeas, expostos a um modelo de

asma.
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