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RESUMO 

 

 

Introdução: A ativação imune neonatal (AIN) promove no sistema nervoso central 

(SNC), alterações comportamentais e neuroquímicas em longo prazo. O 

enriquecimento ambiental (EA), consiste em uma alternativa promissora na 

modulação de tais alterações causadas pela NIA. Objetivo: Avaliar os efeitos de um 

ambiente enriquecido nos parâmetros comportamentais e neuroquímicos em longo 

prazo no SNC após a AIN. Métodos: Foram utilizados camundongos C57BL/6 de dois 

dias de idade que receberam PBS ou LPS (indução da AIN). A partir dos 28 dias de 

vida, os camundongos foram submetidos a um protocolo de EA de 3 horas/dia, durante 

5 dias/semana, até os 60 ou 120 dias de vida. Após completarem os protocolos de 

EA, foi realizada a avaliação da memória através dos testes comportamentais campo 

aberto, reconhecimento de objetos e labirinto aquático de Morris. Após os testes 

comportamentais, foi avaliado a neuroinflamação (níveis de citocinas e os níveis de 

BDNF pelo Enzyme-Linked Immunosorbent Assay e o imunoconteúdo da proteína 

GSK-3β e do peptídeo β-amiloide por Western blotting Assay no hipocampo e córtex 

dos animais. Resultados: O EA melhorou a capacidade de memória aos 60 e 120 

dias de vida, aumentou os níveis de BDNF, diminuiu os níveis da interleucina (IL)-1β 

e do fator de necrose tumoral (TNF)-α aos 60 e 120 dias no córtex e hipocampo. O 

EA até 60 dias reduziu o imunoconteúdo de GSK-3β no hipocampo e o EA 120 dias 

reduziu GSK-3β em hipocampo e córtex. Conclusão: Os presentes resultados 

demonstram a importância de utilizar EA, visando minimizar danos em longo prazo 

após AIN, transacionando isso para aspectos clínicos, o EA pode ser utilizado como 

uma estratégia experimental, não invasiva de prevenção em neonatos após processo 

de neuroinflamação.  

 

Palavras-chave: Ativação Imune Neonatal. Enriquecimento Ambiental. Memória. 

Citocinas. Neurotrofinas. Neurodegeneração   

 

  



 

 

ABSTRACT  

 

 

Introduction: Neonatal immune activation (NIA) promotes long-term behavioral and 

neurochemical changes in the central nervous system (CNS). Environmental 

enrichment (EE) is a promising alternative to modulate such changes caused by NIA. 

Objective: To evaluate the effects of an EE on long-term behavioral and 

neurochemical parameters in the CNS after NIA. Methods: Two days old, C57BL/6 

mice that received either PBS or LPS (AIN induction) were used. Twenty eight days 

old, mice were submitted to an EE protocol of 3 hours/day, for 5 days/week, until 60 or 

120 days old. After completing the EE protocols, memories were evaluated through 

the open field, object recognition and Morris water maze behavior tests. After 

behavioral tests, neuroinflammation (cytokine levels and BDNF levels by the Enzyme-

Linked Immunosorbent Assay) and the immunocontent of proteins of GSK-3β and β-

amyloid by Western blotting Assay in the hippocampus and total cortex of the animals 

were evaluated. Results: EE improved memory capacity at 60 and 120 days old, 

increased BDNF levels, decreased interleukin (IL)-1β and tumor necrosis factor (TNF)-

α levels at 60 and 120 days in cortex and hippocampus. The EE up to 60 days reduced 

the immunocontent of GSK-3β in the hippocampus and the EE 120 days reduced GSK-

3β in the hippocampus and cortex. Conclusion: The present results demonstrate the 

importance of using EE, aiming to minimize long-term damage after NIA. Transposing 

this to clinical aspects, EE can be used as an experimental, non-invasive strategy for 

prevention in neonates after neuroinflammation process. 

 

Keywords: Neonatal immune activation. Environmental enrichment. Memory. 

cytokines. Neurotrophins. Neurodegeneration 

  



 

 

LISTAS 

 

 

Lista de abreviaturas 

AIN- Ativação Imune Neonatal 

Aβ- Proteína β-amiloide  

APP- Proteína Percursora Amiloide  

BDNF- Fator Neurotrófico Derivado do Encéfalo  

BHE- Barreira Hematoencefálica    

CEUA- Comissão de Ética no Uso de Animais  

CONCEA-Conselho Nacional de Controle de Experimento Animal  

DA- Doença de Alzheimer  

DBCA -Diretriz brasileira para o cuidado e a utilização de animais para fins científicos 

e didáticos  

EA- Enriquecimento ambiental  

GSK3 – Glicogênio sintase- cinase 3  

IL- Interleucina  

LANEX- Laboratório de neurociência experimental   

LCR - Líquido cefalorraquidiano 

LPS - Lipopolissacarídeo   

LTP- Potencial de longa duração (Long Term Potentiation)   

MAP- Proteínas Associadas a Microtúbulos (Microtubule Associated Protein)  

MIA- Morte indolor assistida  

NF-kB - Fator nuclear Kappa B  

NGF- fator de crescimento de nervo (Nerve Growth Factor) 

PBS – Tampão fosfato-salino (Phosphate Buffered Saline)  

PAMPs- Padrões Moleculares Associados à Patógenos (Pathogen Associated 

Molecular Pattern).   

PRRs- Receptores de Reconhecimento de Padrões (Pattern Recognition Receptor)  

SN - Sistema nervoso    

SNC - Sistema nervoso central   

TLR - Toll-Like Receptor   

TNF-α - Fator de Necrose Tumoral alfa (Tumor Necrosis Factor alpha)  

UFSC- Universidade Federal de Santa Catarina   



 

 

UNISUL- Universidade do Sul de Santa Catarina   

 

Lista de quadros 

Quadro 1 - Materiais e equipamentos ............................................................. 36 

Quadro 2 - Quadro de Variáveis .................................................................... 44 

 

Lista de figuras 

Figura 1 - Grupos experimentais...................................................................... 38 

Figura 2 - Delineamento do estudo................................................................... 40 

 

  



 

 

SUMÁRIO 

 

 

1. INTRODUÇÃO............................................................................................... 15 

1.1 REFRENCIAL TEÓRICO ............................................................................. 17 

1.1.1 Neurodesenvolvimento........................................................................... 17 

1.1 .2 Ativação Imune Neonatal ....................................................................... 18 

1.1.3 Neuroinflamação……………………………………………………………... 20 

1.1.4 Processos neurodegenerativos associados a ativação imune 

neonatal e processos neuroinflamatórios...................................................... 

 

24 

1.1.5 Enriquecimento Ambiental.................................................................... 28 

1.1.6 Modelo animal de ativação imune neonatal......................................... 33 

2. OBJETIVOS................................................................................................... 35 

2.1 OBJETIVO GERAL....................................................................................... 35 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS......................................................................... 35 

3. MÉTODOS...................................................................................................... 36 

3.1 TIPO DE ESTUDO......................................................................................... 36 

3.2 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS.................................................................. 36 

3.3 ANIMAIS....................................................................................................... 37 

3.4 DELINEAMENTO DO ESTUDO.................................................................... 38 

3.5 ENSAIOS/TESTES/TÉCNICAS.................................................................... 40 

3.5.1 Modelo animal de Ativação Imune Neonatal.......................................... 40 

3.5.2 Protocolo de enriquecimento ambiental................................................ 40 

3.5.3 Testes de memória e aprendizado.......................................................... 41 

3.5.3.1 Labirinto Aquático de Morris ................................................................... 41 

3.5.3.2 Habituação ao Campo Aberto................................................................. 42 

3.5.3.3 Reconhecimento de objetos.................................................................... 42 

3.5.4 Avaliação de citocinas e de fator neurotrófico derivado do 

encéfalo.............................................................................................................. 

 

43 

3.5.5.  Ensaio Western Blotting........................................................................ 43 

3.6 VARIÁVEIS DE ESTUDO.............................................................................. 44 

3.7 PROCESSAMENTO E ANÁLISE DOS DADOS............................................ 45 

3.8 ASPECTOS ÉTICOS DA PESQUISA............................................................ 45 



 

 

4. ARTIGO.......................................................................................................... 47 

5. CONSIDERAÇÕES FINAIS............................................................................ 49 

REFERÊNCIAS………………………………………………………………………. 51 

ANEXOS………………………………………………………………………………. 66 

ANEXO A- Parecer Aprovação da Comissão de Ética .................................. 66 

ANEXO B – Produção científica publicada durante o período do 

Doutorado ......................................................................................................... 

 

67 

  

 



15 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

 

O sistema imune no período neonatal ainda está imaturo o que o torna mais 

suscetível a agentes infecciosos presentes neste período. O encéfalo em 

desenvolvimento se torna vulnerável a alterações decorrentes de uma resposta 

inflamatória sistêmica, pois o aumento dos mediadores pró-inflamatórios podem 

aumentar a permeabilidade da barreira hematoencefálica (BHE) e levar à ativação 

microglial e astrocitária. A ativação da microglia inicia um processo de 

neuroinflamação sustentada pela liberação de citocinas pró-inflamatórias diretamente 

no tecido encefálico. Esse processo neuroinflamatório pode ocasionar alterações 

significativas em áreas especificas do sistema nervoso central (SNC), provocando 

prejuízos nas funções cognitivas como memória e aprendizado1. Estudos têm 

demonstrado que o processo neuroinflamatório no período neonatal pode estar 

associado a déficits neurológicos em longo prazo, tanto em estudos clínicos2,3 quanto 

em estudos pré-clínicos4,5.  Dias e colaboradores (2019), demonstraram que após 60, 

120 e 180 dias da ativação imune neonatal (AIN), houve alterações na memória visuo-

espacial6.  

As infecções causadas por bactérias Gram-negativas são de alta prevalência 

durante os períodos pré-natal e neonatal. O lipopolissacarídeo (LPS) é o principal 

constituinte da membrana externa de bactérias Gram-negativas7. Em animais 

expostos ao LPS, o comprometimento da memória e do aprendizado foi associado à 

perda neuronal em regiões do hipocampo, área importante na consolidação, 

armazenamento e evocação da memória8-12. Há evidências que demonstram uma 

associação entre processos neuroinflamatórios e neurodegenerativos13-16. Estudos 

tem demostrado que a exposição ao LPS no período neonatal pode ocasionar 

alterações nos níveis do fator neurotrófico derivado do encéfalo (BDNF) a longo prazo 

em áreas como hipocampo17. É sabido que alterações nos níveis de BDNF, estão 

relacionados a alterações cognitivas18.  

As doenças neurodegenerativas são condições debilitantes, caracterizadas por 

uma degeneração progressiva das células neuronais, resultando no comprometimento 

das funções superiores, como a memória e o aprendizado19. Na doença de Alzheimer 

(DA), uma das mais conhecidas doenças neurodegenerativas, há presença de 

alterações cognitivas e degeneração sináptica em áreas como hipocampo e córtex, 
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associado ao acúmulo de placas senis, emaranhados neurofibrilares e aumento da 

expressão das proteínas glicogênio sintase cinase-3 β (GSK-3β), tau e β-amiloide em 

tecido encefálico, proteínas envolvidas nos déficits das funções cognitivas19-22. 

De acordo com estudos pré-clínicos, observa-se que a AIN (AIN), traz 

alterações no processo de memória a longo a prazo, assim como, alterações em 

aspectos morfológico e bioquímicos. Este processo neuroinflamatório que acontece 

na ativação imune sistêmica apresenta relação com processos neurodegenerativos a 

longo prazo. Em um estudo realizado com animais submetidos a AIN, foi possível 

observar que, quando adultos (120 dias), apresentaram alterações na expressão das 

proteínas tau e GSK-3β, em hipocampo e córtex, assim como, alteração na memória 

visuo-espacial6. 

Neste contexto, estudos pré-clínicos demonstram que a utilização do 

enriquecimento ambiental (EA) proporciona melhora nos aspectos cognitivos, estimula 

a plasticidade cerebral, a neurogênese e proporciona um aumento da expressão de 

fatores neurotróficos. Os fatores neurotróficos são expressos em grande quantidade 

em algumas regiões encefálicas como o hipocampo e estão envolvidos na 

neuroplasticidade relacionada à memória e aprendizagem, bem como em 

mecanismos protetivos contra os efeitos de possíveis insultos relacionados ao 

SNC23,24. O EA refere-se a condições de habitação em que os animais são mantidos 

em um ambiente que promove estimulação sensorial, minimiza interações sociais 

estressantes, aumenta o exercício voluntário, podendo ter um efeito sobre as funções 

cognitivas relacionadas a doenças do SNC25. Estudos vêm demonstrando que animais 

submetidos ao EA conseguem realizar melhor as tarefas relacionadas a memória e 

ao aprendizado, associado à integridade hipocampal26. Finalmente, há evidências que 

demonstram um aumento nos níveis de BDNF após um período de EA27,28. O EA tem 

apresentado efeitos benéficos em modelos experimentais de doenças como DA, 

Parkinson, síndrome do X frágil, síndrome de Down e esquizofrenia3,29.  

Diante do exposto, verifica-se que um ambiente enriquecido possa ser uma 

alternativa na prevenção de alterações comportamentais e funcionais. O EA é uma 

intervenção não farmacológica e não invasiva que pode proteger o SNC e prevenir as 

consequências a longo prazo associadas à ativação imune. Transacionando para os 

aspectos clínicos, a exposição precoce a um processo neuroinflamatório torna o 

cérebro mais suscetível a desenvolver alterações significativas no 

neurodesenvolvimento associados a processos neurodegenerativos tardios. Um 
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ambiente enriquecido pode ser adaptado a um ambiente domiciliar e escolar devido 

ao seu baixo custo, proporcionando à criança uma melhora nos aspectos cognitivos, 

assim como, ação preventiva contra possíveis alterações neurofuncionais a longo 

prazo.  

Diante disto, este estudo tem como pergunta de pesquisa: quais os efeitos da 

utilização de um ambiente enriquecido nos parâmetros comportamentais e 

moleculares no SNC após AIN? Perante o exposto acima este projeto baseia-se na 

hipótese de que um ambiente enriquecido possa trazer benefícios significativos 

quanto aos aspectos cognitivos em especial a memória e o aprendizado e aos 

parâmetros moleculares como diminuição dos níveis de citocinas, aumento dos níveis 

de neurotrofinas, assim como, diminuição do imunoconteúdo das proteínas envolvidas 

no processo neurodegenerativo, minimizando os efeitos do processo 

neuroinflamatório e promovendo efeitos preventivos quanto a aspectos relacionados 

a neurodegeneração a longo prazo.  

 

1.1 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

1.1.1 Neurodesenvolvimento  

 

O neurodesenvolvimento consiste em um processo progressivo de aquisição 

de competências cognitivas, motoras e comportamentais. O desenvolvimento de tais 

competências consiste em um processo continuo e evolutivo e depende da maturação 

física e neuronal. Em relação ao desenvolvimento cerebral, o sistema nervoso (SN) 

tem sua formação iniciada ainda na concepção e continua a se desenvolver nos 

períodos pré e pós-natal, incluindo a fase adulta30,31. A modulação do 

neurodesenvolvimento ocorre através da programação genética, do nascimento 

celular, da formação de sinapses, da morte celular e da poda sináptica. A 

especialização morfo-químico-funcional permite a formação de conexões entre 

neurônios32. É fundamental que os neurônios estabeleçam conexões entre si, pois 

somente a partir da formação das redes neurais torna-se possível o processo de 

aprendizagem30. 

O estágio final de maturação do SN é marcado pelo processo de mielinização. 

Este processo se inicia no útero (sexto mês de vida intrauterina) e se intensifica após 

o nascimento. Desta forma o processo de mielinização tem uma relação direta com a 
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aprendizagem33. O cérebro em desenvolvimento é plástico, ou seja, capaz de 

reorganização de padrões e sistemas de conexões sinápticas com vistas a 

readequação do crescimento do organismo às novas capacidades intelectuais e 

comportamentais da criança. Embora a produção e a migração de neurônios 

apareçam como eventos pré-natais, os mesmos continuam durante um período 

prolongado após o nascimento com diferenciação e maturação durante toda a infância 

e fase adulta30. A estrutura morfológica e estrutural do encéfalo não está 

completamente estabelecida após o nascimento e continua a se desenvolver ao longo 

da primeira infância34.  

De maneira geral, primeiramente amadurecem as regiões correspondentes as 

funções primárias, tais como os sistemas motores e sensoriais. Em seguida, 

amadurecem a região do córtex de associação temporal e parietal, que está 

relacionado às habilidades básicas de linguagem e à atenção espacial. Por último, 

amadurece o córtex pré-frontal, lateral e temporal, que são áreas de associação, que 

intervêm entre processos sensório-motores e modulam a atenção básica e os 

processos de linguagem34,35,36.  

O desenvolvimento do SNC acontece de maneira continua recebendo 

influência de fatores internos e externos, que podem interferir na trajetória do 

desenvolvimento e maturação neurológica37,38,39. Visto que o sistema inume no recém-

nascido ainda está em processo de formação, torna-se mais vulnerável a exposição a 

insultos infecciosos como bactérias e processos inflamatórios. Esses fatores podem 

levar ao comprometimento do desenvolvimento cerebral, contribuindo para mudanças 

a longo prazo, como alterações nas funções cognitivas e comportamentais. 

 

1.2 .2 Ativação Imune Neonatal  

 

O sistema imune é formado por células e moléculas que protegem o organismo 

contra doenças. Alguns patógenos e seus produtos são capazes de ativar este 

sistema, iniciando assim uma resposta imune40.  A ativação imune ocorre através de 

um processo infeccioso, causado por agentes patogênicos como bactérias Gram-

positivas ou Gram-negativas41,42, assim como através de endotoxinas ou mediadores 

inflamatórios como o LPS43. 

A resposta imune inata é um mecanismo natural de defesa inicial que 

compreende mecanismos de barreiras, celulares e fatores humorais. A defesa contra 
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patógenos é baseada, em partes, na expressão de receptores de reconhecimento de 

padrão (PRRs) para estruturas específicas dos micro-organismos denominados de 

padrões moleculares associados aos patógenos (PAMPs). Dentre os PRRs encontra-

se os receptores toll-like (TLR).  Os TLR são uma família de proteínas 

transmembranas que atuam no sistema inume inato e são expressos na superfície de 

monócitos, macrófagos, células dendríticas, linfócitos, células epiteliais ou no 

citoplasma de células de diferentes tecidos44.  

Existem diferentes tipos de TLR identificados, dentre eles o TLR-4 

que reconhece o LPS bacteriano, uma vez que o LPS entra em contato com o 

organismo animal, inicia-se uma série de respostas no organismo infectado45-,49.  

Resumidamente, o TLR-4 possui a habilidade de ativar o fator nuclear kappa B 

(NF-κB). O NF-κB alerta o sistema imune quanto a presença de patógenos 

bacterianos, ativando subsequentemente mediadores pró-inflamatórios que irão ativar 

a óxido nítrico sintase induzível e a ciclooxigenase. Outra função bem descrita do NF-

κB é a estimulação e liberação de citocinas pró-inflamatórias40. 

As citocinas são descritas como pequenas proteínas inflamatórias que podem 

ser secretadas por inúmeras células componentes do sistema imune como 

macrófagos, neutrófilos e outros. Sabe-se que bactérias e vírus são potentes 

ativadores de citocinas pró-inflamatórias, tais como o fator de necrose tumoral alfa 

(TNF-α) e interleucinas (IL) 1β e IL-6, que são os principais efetores da resposta imune 

periférica e os principais mediadores de doenças neurais em resposta à infecção e a 

inflamação50,51. O equilíbrio existente entre a produção de citocinas pró e anti-

inflamatórias, permite uma resposta imune efetiva e ao mesmo tempo, tem a função 

de proteger o hospedeiro de uma resposta inflamatória excessiva52. Em resumo, a 

ativação imune através do LPS induz uma inflamação sistêmica 53 através da ativação 

do sistema imune inato com a liberação de citocinas pró-inflamatórias, como TNF-α, 

IL-1, IL-6 e IL-8 e outros mediadores inflamatórios54, juntamente com os PAMPs, 

iniciando uma cascata de alterações fisiológicas e comportamentais55,56. 

Estudos vêm demonstrando que a inflamação sistêmica pode induzir um 

quadro de neuroinflamação associado a danos e/ou disfunções encefálicas devido a 

um aumento da permeabilidade da BHE. O processo de neuroinflamação pode 

ocasionar alterações significativas em áreas especificas do SNC, provocando 

prejuízos nas funções cognitivas a longo prazo1. Vale destacar que o sistema 

imunológico do recém-nascido é mais vulnerável a patógenos invasivos, mostrando-
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se mais suscetíveis a infecções, ou seja, a resposta inflamatória sistêmica decorrente 

de um processo de ativação imune pode causar um comprometimento importante do 

tecido encefálico em desenvolvimento52,57,58. 

Em animais neonatos submetidos a endotoxemia sistêmica e avaliados quando 

adultos, foi verificado comprometimento da memória e do aprendizado associado a 

um processo neuroiflamatório8. Estudos pré-clínicos, em sua maioria, são realizados 

por indução sistêmica de LPS. A indução por LPS nas primeiras semanas de vida 

reproduz algumas das complicações observadas em neonatos com sepse neonatal 

como a produção de repostas neuroinflamatórias1. 

 

1.1.3 Neuroinflamação  

 

O SNC é um sistema imunologicamente privilegiado. É normalmente protegido 

por três elementos estruturais: a BHE com a interface entre o encéfalo e os vasos 

sanguíneos; a barreira sangue-líquido cefalorraquidiano (LCR), formada pelo plexo 

coroide e a membrana aracnoide com os vasos sanguíneos e o LCR; e a barreira 

sangue-aracnoide, que é a interface dos vasos sanguíneos com a camada do epitélio 

da aracnoide subjacente à dura-máter. Essas barreiras são estruturas especializadas 

do SNC que controlam e regulam a homeostase59. A BHE é formada pela membrana 

basal do endotélio, pericitos, astrócitos, que, em conjunto com as junções oclusivas, 

dificultam o contato entre o SNC e órgãos periféricos. Moléculas presentes na 

circulação sistêmica, como as citocinas, que contribuindo para a iniciação, 

manutenção e regulação de respostas imunes inflamatórias têm dificuldade de 

penetrar no SNC60.   

Neste contexto acredita-se que a desregulação da BHE ocasione a exposição 

do SNC a substâncias nocivas e/ou tóxicas, envolvidas na morte neuronal61,62,63. O 

aumento da permeabilidade da BHE é ocasionado, em grande parte, pelo aumento 

dos níveis das citocinas pró-inflamatórias sistêmicas que atravessam e acessam o 

tecido encefálico52,57,63. Um grande número de células imunes efetoras são 

mobilizadas para a circulação e, concomitantemente, estas células imunes secretam 

citocinas pró-inflamatórias como o TNF-α e IL-1β que atravessam facilmente a BHE 

no parênquima cerebral64. Em sequência, as citocinas pró-inflamatórias podem ativar 

a micróglia, célula imune residente do SNC e iniciar uma complexa cascata 
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inflamatória incluindo a liberação excessiva de citocinas pró-inflamatórias diretamente 

no tecido encefálico65,66.   

Durante o processo de desenvolvimento a ativação imune no SNC, envolve a 

micróglia e astrócitos, que constituem as células imunes residentes e desempenham 

um papel importante na regulação da homeostase67.  Os astrócitos desempenham a 

função de proteção do tecido neuronal pela promoção do reparo celular, modulação 

de neurotrofinas, o reestabelecimento da permeabilidade da BHE e a promoção da 

neurovascularização e a neurogenese67. No entanto, estímulos excessivos aos 

astrócitos podem resultar na falência da reparação da BHE, infiltração leucocitária, 

desmielinização e morte de células oligodendrocitas68.  Após a ativação da microglia, 

há produção de metabolitos que provocam a morte neuronal e impedem a 

neurogenese69. As concentrações elevadas de citocinas pró-inflamatórias no encéfalo 

são responsáveis por ativar a microglia, liberando concentrações ainda maiores de 

mediadores pró-inflamatórios potencialmente tóxicos, causando danos reversíveis e 

irreversíveis no encéfalo em desenvolvimento70,71.  

Além disso, a ativação microglial também foi associada a um aumento da 

expressão de TNF-α IL-1β, IL-6 e IL-10 no tecido encefálico após a inflamação 

sistêmica72,73,74. A microglia afeta a maturação neuronal ao desempenhar ações na 

poda sináptica, na homeostase e nos circuitos neuronais. Estas alterações, podem 

contribuir para o desenvolvimento de uma variedade de disfunções neuronais e 

comportamentais70, assim como a relação com processos neurodegenerativos75. 

Neste contexto, a neuroinflamação pode contribuir significativamente para a 

progressão de doenças neurodegenerativas, como a doença de Parkinson, a DA, a 

esclerose múltipla, doença de Huntington e esclerose lateral amiotrófica3,26,76,77. Em 

um estudo realizado por Laske e colaboradores (2013), foi demonstrado que o 

receptor TNF pode ser um biomarcador inflamatório para melhor compreensão de 

doenças neurodegenerativas como a DA78. Estudos demonstram a associação entre 

a DA e biomarcadores inflamatórios como IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-

18 e TNF-α79,80.  

Evidências vêm demonstrando que o processo neuroinflamatório pode estar 

relacionado a processos neurodegenerativos81. Estudos utilizando o LPS, 

demonstram que esta endotoxina pode estar envolvida em eventos patológicos 

ligados aos processos neurodegenerativos. Neste contexto o LPS pode servir como 

um elo entre a neuroinflamação e neurodegeneração possibilitando assim um maior 
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entendimento dos processos que ocorrem em doenças neurodegenerativas como 

DA82,83,84. Estudos evidenciam uma possível associação entre a neuropatologia da DA 

e as concentrações de LPS em tecido cerebral, observando a presença concomitante 

de LPS e proteína β-amiloide (Aβ) na substância branca e cinzenta em tecido cerebral 

de sujeitos diagnosticados com DA85. Em um estudo foi observado que a 

administração de LPS por 7 dias aumentou a expressão de Aβ, desencadeando 

degeneração neuronal86. Assim como em outra pesquisa foi observado concentrações 

elevadas de LPS no neocórtex e no hipocampo de tecido cerebral de indivíduos com 

diagnósticos de DA87,88.   

Estudos demonstraram que uma única injeção de LPS aumentou os níveis de 

TNF-α e IL-1β em córtex e hipocampo de camundongos transgênicos (Tg2576) com 

16 meses de idade, nas primeiras 6 horas após estímulo89 e aumento nos níveis de 

IL-1β, IL-6 e TNF-α em um estudo utilizando animais com 2 meses de idade da 

linhagem Sprague Dawley90. Outro estudo também utilizando uma única injeção de 

LPS conseguiu observar um aumento nos níveis de TNF-α e A IL-18 nas mesmas 

áreas cerebrais após 10 meses da exposição ao LPS. Ressaltando que a IL-18 pode 

atuar na progressão da neurodegeneração e disfunção cognitiva.   

A indução de LPS pode contribuir para o aumento nos níveis de Aβ favorecendo 

a formação de emaranhados neurofibrilares90. Em estudos pré-clínicos foi observado 

que a injeção de LPS aumentou não somente os níveis de Aβ solúveis, mas também 

da proteína tau fosforilada no tecido cerebral dos animais90,91. Em um outro estudo a 

administração sistêmica de LPS promoveu um aumento da fosforilação da proteína 

tau e como possível consequência a ativação da proteína GSK-3 em camundongos92. 

Além de contribuir para o aumento das proteínas, estudos demonstram que a indução 

por LPS contribui para o desenvolvimento de déficits cognitivos93,94,95.  

Recentemente, foi demonstrado que animais que receberam uma única injeção 

de LPS de maneira sistêmica no sétimo dia pós-natal, apresentaram um aumento de 

células apoptóticas após 24 horas e um aumento dos níveis de IL-6, IL-1β e TNF-α 

entre 6 e 48 horas em tecido encefálico. A ativação microglial foi observada após 48 

horas da exposição ao LPS. Neste mesmo estudo, os autores mostraram que estas 

alterações persistem até 7 dias após a endotoxemia96. Outro estudo demonstrou que 

a ativação imune sistêmica por LPS no terceiro e no quinto dia pós-natal aumento os 

níveis de TNF-α e IL-1β em hipocampo de animais avaliados quando adultos68. Assim 

como, foi verificado que uma única injeção de LPS no sétimo dia pós-natal aumentou 
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os níveis de IL-6, IL-1β e TNF-α associado a um aumento da ativação microglial em 

tecido encefálico após 48 horas e 7 dias da exposição endotoxêmica68.  

O encéfalo dos neonatos é mais vulnerável a alterações decorrentes de uma 

resposta inflamatória sistêmica61. Estudos realizados em modelos animais utilizando 

LPS durante a primeira semana pós-natal mostraram que a inflamação sistêmica pode 

interferir na maturação do SNC, causando atrofia neuronal, atraso de mielinização, 

lesão da substância branca e paralisia cerebral97,98. Outros estudos também têm 

demonstrado uma perda na densidade cortical de substância cinzenta ao longo do 

tempo após a exposição ao LPS no período pós-natal99,100,101.  

Estudos apontam que o processo neuroinflamatório em neonatos pode estar 

associado a déficits neurológicos a longo prazo69,97. Um estudo realizado por Comim 

e colaboradores (2016) demonstrou que os animais expostos ao LPS no período 

neonatal apresentaram alterações na memória de habituação, de aversão e de 

reconhecimento de objetivos quando adultos4. Além disso, foi demonstrado que uma 

única injeção sistêmica de LPS no décimo quarto dia pós-natal alterou o 

comportamento social quando os animais completaram 21 dias de vida103. 

Wang e colaboradores (2013) mostram que a exposição neonatal ao LPS 

resultou em déficits cognitivos e redução no volume do hipocampo, associado a 

respostas inflamatórias sustentadas no hipocampo em animais com 71 dias de vida104. 

Também foram observados um aumento do número de micróglias ativadas e um 

aumento dos níveis de IL-1β no hipocampo. Este estudo revelou que a exposição 

neonatal ao LPS e a neuroinflamação causaram lesões persistentes no hipocampo e 

resultaram em um comprometimento da memória a longo prazo. Em um estudo 

realizado por Stoll e colaboradores (2004) foi possível observar a associação entre a 

sepse neonatal e déficits cognitivos. Após a avaliação de crianças entre 18 e 22 meses 

de idade, foi possível observar que aquelas que apresentaram sepse no período 

neonatal, demonstraram maior comprometimento das funções cognitiva105. Neste 

contexto, Selkoe e colaboradores (2000) demonstraram que o acúmulo dos 

mediadores inflamatórios em tecido encefálico é normalmente acompanhado de perda 

neuronal, principalmente em áreas corticais e hipocampais, resultando na perda 

progressiva das funções cognitivas106. 

O LPS, realiza a indução de células inumes residentes no cérebro, como a 

micróglia, que libera mediadores inflamatórios. O desencadeamento da produção de 
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citocinas pró-inflamatórias através do LPS, em especial em células imaturas, 

influenciam no processo de neurodegneração14,15,16.  

  

1.1.4  Processos neurodegenerativos associados à ativação imune neonatal  e 

processos neuroinflamatórios 

 

A neurodegeneração caracteriza-se pela perda crônica progressiva da 

estrutura e funções dos materiais neuronais, resultando em deficiências funcionais, 

podendo ocasionar morte neuronal107. As interações imunes no processo 

neurodegenerativo podem ocorrer no interior dos neurônios, no tecido encefálico ou 

no ambiente sistêmico através de citocinas, neurotransmissores, interações célula-

célula e nervos periféricos. Alterações em qualquer desses níveis de organização 

podem modular processos neurodegenerativos no SNC19,108. As doenças 

neurodegenerativas são caracterizadas por uma morte neuronal prematura em 

regiões focais do cérebro. São condições debilitantes que afetam pessoas de todas 

as idades, caracterizada por uma degeneração progressiva das células neuronais, 

resultando no comprometimento das funções superiores109,110, são exemplos de 

doenças neurodegenerativas DA, doença de Parkinson, Esclerose Múltipla entre 

outras.  

Dentro dos processos degenerativos, a demência se caracteriza por um 

declínio de memória associado ao déficit de pelo menos uma outra função cognitiva 

(linguagem, percepções ou funções executivas) com intensidade suficiente para 

interferir no desempenho social ou profissional do indivíduo. Este declínio não pode 

ser relacionado ao processo de envelhecimento normal19,111. 

Dentre os tipos de demência, a DA tem sido descrita como uma das principais 

e mais prevalentes doenças de caráter neurodegenerativo progressivo22 que se 

caracteriza por uma deterioração global e irreversível de diversas funções cognitivas 

(memória, atenção, concentração, linguagem, pensamento, entre outras), associada 

a déficits na organização espacial, podendo haver desorientação de espaço e tempo 

e alterações no comportamento e na personalidade106. Um dos primeiros sintomas 

consiste na perda da memória episódica para eventos recentes, no entanto, o déficit 

na memória pode evoluir, comprometendo também a memória semântica e de 

trabalho. Pode ser observado também comprometimento das funções executivas 
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(julgamento, planejamento e abstração), dificuldade para fazer cálculos12 e também 

da função motora106. 

O processo degenerativo presente na DA, pode levar a uma degeneração 

difusa das sinapses no hipocampo, no córtex cerebral e em algumas estruturas 

subcorticais, que ultrapassa o mínimo necessário para a execução da função 

mnemônica19. A análise histopatológica de materiais decorrentes da autópsia em 

paciente com DA, revela perda neuronal no córtex cerebral e degenerações sinápticas 

intensas, tanto no hipocampo quanto em nível neocortical.  Também é possível 

identificar depósitos extracelulares de peptídeos β-amiloide, placas senis e 

emaranhados neurofibrilares de proteína tau hiperfosforilada112,113. Os emaranhados 

neurofibrilares e as placas senis podem estar presentes nos cérebros normalmente 

senis mas em menor quantidade e com distribuição menos extensa114.  

A proteína percursora amiloide (APP), é uma proteína transmembrana integral, 

que está envolvida na transdução de sinais, alongamento axonal, adesão e migração 

celular, transporte de proteínas e sinaptogênese115 e representa uma das proteínas 

mais abundantes no SNC20. Ela sofre clivagem após sua síntese, dando origem ao 

fragmento denominado proteína β-amiloide (Aβ), composto de 42 aminoácidos116. 

Esse fragmento é mais amiloigênico do que a proteína original pois tem a propriedade 

de agregação proteica na parte extracelular dos neurônios. Portanto uma vez que se 

encontre em quantidade maior que a normal, o acúmulo resultará na formação de 

fibras amiloides gerando placas senis22. O acúmulo de Aβ desencadeia eventos 

neurotóxicos, disfunção mitocondrial, estresse oxidativo, resposta neuroinflamatória 

anormal, diminuição da neuroplasticidade e neogênese e hiperfosforilação da proteína 

tau22,106,117,assim como, diminuição da neurotransmissão colinérgica, contribuindo 

para as alterações cognitivas118. Estes eventos acabam ampliando a neurotoxicidade 

da A, culminando na morte neuronal22.  

A proteína Tau faz parte da família das proteínas associadas aos microtúbulos 

(MAP). Encontrada na maioria dos tecidos, é expressa no SNC e periférico21. A 

principal função das MAPs é estabilizar os microtúbulos pela agregação da tubulina119, 

sendo que a estabilidade depende do estado de fosforilação da proteína Tau120.  Nas 

doenças degenerativas, a proteína Tau apresentam-se na forma de filamentos 

anormais insolúveis e hiperfosforilados121. Ao estar anormalmente fosforilada, é 

menos capaz de polimerizar a tubulina e provocar uma ruptura do citoesqueleto celular 
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e por consequência, morte neuronal79. Todos as alterações na proteína Tau modificam 

o transporte axonal, que é vital e necessário para a manutenção da homeostase 

neuronal. A hiperfosforilação da Tau propicia a formação de agregados, bloqueando 

a ligação intracelular de proteínas neurotróficas, assim como outras proteínas 

funcionais, resultando em perda ou declínio do transporte axonal nos neurônios122. A 

interrupção do transporte dos potenciais de ação pelos axônios afetados causa 

disfunção e morte celular19.  

 Neste contexto, algumas proteínas-cinases e fosfatases estão envolvidas na 

regulação da fosforilação da tau. Dentre estas, a GSK-3 vem sendo considerada a 

mais importante tau-cinase nos neurônios22. Nos mamíferos, a GSK-3 é codificada por 

dois genes altamente relacionados que codificam GSK-3α e GSK-3β, 

respectivamente. No cérebro, a GSK-3β regula muitos processos celulares, atuando 

como um interruptor chave que controla numerosas vias de sinalização123,124. A 

desregulação do GSK-3β pode ser encontrada no desenvolvimento de doenças como 

câncer, diabetes, DA, transtornos psiquiátricos como esquizofrenia e transtorno de 

humor bipolar, doenças inflamatórias, entre outros125. A GSK-3β exerce papel 

importante no metabolismo do glicogênio, na ativação de fatores de transcrição e é 

uma enzima chave na regulação do metabolismo celular, incluindo a fosforilação da 

proteína tau22.   

A GSK-3β desempenha papel importante na fisiopatologia da DA116 sendo 

encontrada em níveis aumentados no hipocampo126,127. A desregulação do 

metabolismo da GSK-3β pode levar a um aumento da atividade dessa proteína. Esta 

desregulação pode tornar-se um evento patológico, contribuindo para o aumento da 

produção de Aβ e estar relacionada ao processo de hiperfosforilação da Tau128. Além 

disso, a GSK-3β está envolvida nos déficits de aprendizagem e memória, em 

respostas inflamatórias e no processo de neurodegeneração91. O aumento da 

expressão da GSK-3β em hipocampo de camundongo resulta em desempenho 

prejudicado no teste comportamental do labirinto aquático de Morris, hiperfosforilação 

da tau e morte neuronal92. Evidências demonstram que os inibidores de GSK-3 

melhoram funções cognitivos em modelos animais, aspecto importante, visto que 

déficits cognitivos e a demência são características de doenças 

neurodegenerativas131. 

A GSK-3β também é um mediador chave da apoptose132 e portanto, pode 

contribuir diretamente para a perda neuronal. Em estudos utilizando modelo animal, 
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observou-se que o aumento da expressão de GSK-3β está relacionado à apoptose 

em áreas cerebrais como o hipocampo. O hipocampo está envolvido no processo de 

memória e aprendizado, aspectos cognitivos estes que se encontram alterados na 

DA133,134. A GSK-3β promove a produção de citocinas pró-inflamatórias, como IL-6, 

IL-1β e TNF97 e diminui a produção de IL-10. Esse ambiente pró-inflamatório é 

prejudicial para os neurônios imaturos pois inibe sua maturação adequada134.  

Estudos demonstram que as proteínas β-amiloide, tau e GSK-3β estão 

envolvidas no processo de neurodegeneração e nos déficits das funções cognitivas 

como a memória e a aprendizagem19. Alterações das proteínas GSK-3β e Tau estão 

relacionados ao transporte axonal, levando ao comprometimento da memória e do 

aprendizado, como resultado da disfunção sináptica127,132,135. Camundongos 

transgênicos para a GSK-3β apresentaram uma hiperfosforilação da proteína Tau e 

exibiram dificuldades no reconhecimento visuoespacial no teste do labirinto aquático 

de Morris130. Estudos in vitro e em modelos animais indicam que agentes patogênicos 

induzem a formação de Aβ, placas amiloides e ocasionam a hiperfosforilação da 

Tau136,137. Utilizando animais transgênicos, Tracy e colaboradores (2016) mostraram 

que o aumento da expressão da Tau inibe a plasticidade sináptica subjacente as 

deficiências na memória dependente do hipocampo, como a memória visuoespacial. 

Neste contexto, uma importante revisão de literatura concluiu que o potencial de longa 

duração (LTP), essencial nos processos de aprendizado e memória, é influenciada 

pelo aumento da expressão de GSK-3β127. 

Dias e colaboradores (2019) demonstraram que animais expostos a AIN aos 

dois dias de vida, apresentaram alterações na memória visuoespacial, através do 

teste do Labirinto Aquático de Morris. E observaram nestes animais, aumento na 

expressão da proteína GSK- 3β em hipocampo aos 60, 120 e 180 dias de vida e no 

córtex aos 120 e 180 dias, assim como, aumento na expressão da proteína Tau em 

hipocampo e córtex aos 120 dias e em hipocampo aos 180 dias de vida6
. 

Estudos demonstram evidências de que a neuroinflamação possa estar 

envolvida nas doenças neurodegenerativas13
, como a DA, demonstrando que o dano 

neuronal, pode ser resultado do processo de inflamação em áreas do SNC.  Pesquisas 

mostram que em cérebros de indivíduos com diagnóstico de doenças 

neurodegenerativas, houve um aumento nos níveis de mediadores inflamatórios13.  A 

expressão de BDNF também pode estar alterado nestas doenças. No hipocampo, o 

BDNF é um componente vital para plasticidade sináptica e formação de memória138. 
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Problemas na expressão dessas neurotrofinas estão associados ao comprometimento 

da formação da memória e à neurodegeneração139.  

Estudos demonstraram que crianças que desenvolveram infecções sistêmicas 

recorrentes apresentaram déficits cognitivos durante a infância e a vida adulta140. Há 

evidências que sugerem uma possível relação entre a sepse e a patogênese da DA, 

visto que a sepse está associada ao estresse oxidativo, ao aumento dos níveis de 

citocinas inflamatórias e ao óxido nítrico, podendo causar disfunção neuronal e 

neurodegeneração141,142. Em um estudo utilizando modelo animal, observou-se que 

um grupo de animais expostos a endotoxemia por LPS, apresentaram consequências 

a longo prazo, como déficit de memória, déficits comportamentais e perda neuronal 

em regiões do hipocampo. Também se encontrou um número reduzido de células no 

córtex pré-frontal, o que pode ocasionar desorientação e maior dificuldade na 

execução de tarefas mais complexas143. 

O estudo de Semmler e colaboradores (2007), reforça que a endotoxemia pode 

levar a perdas substanciais de neurônios e inervação colinérgica em diferentes 

regiões do cérebro até 90 dias após a exposição endotoxêmica, o que poderia justificar 

os déficits nas funções cognitivas e comportamentais143. Animais submetidos a 

endotoxemia no período neonatal apresentaram comprometimento da memória de 

habituação, aversiva e de reconhecimento de objetos quando adultos, demonstrando 

que o processo neuroinflamatório no período de desenvolvimento pode ter 

consequências a longo prazo4.  

Perante as alterações causadas pelo processo de neuroinflamação e sua 

possível correlação com processos neurodegenerativos144 estudos vêm 

demonstrando que mudanças no ambiente podem possibilitar alterações em aspectos 

cognitivos e no desenvolvimento e funcionamento do cérebro. Sendo assim, o EA 

apresenta-se como uma técnica não invasiva e de baixo custo, podendo ser eficiente 

nos processos de memória e aprendizagem em modelos pré-clínicos.  

  

1.1.7  Enriquecimento Ambiental  

 

O EA consiste em uma técnica que busca modificar o ambiente, tornando-o 

mais natural e confortável, tendo como objetivo fornecer oportunidades para os 

indivíduos expressarem o máximo possível de seus comportamentos naturais. O EA 

aborda a combinação de interação social, exercício físico e exposição a diferentes 
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objetos que contribuem para o bem-estar dos animais, assim como, estimulação de 

áreas visuais, motoras, cognitivas e somatosensoriais23. Além disso, o ambiente 

enriquecido poder estimular a plasticidade cerebral, a neurogênese e proporcionar 

aumento da expressão de fatores neurotróficos, bem como proteger contra os efeitos 

de possíveis insultos relacionados ao SNC145.  

Os animais são mantidos em gaiolas espaçosas contendo brinquedos, rodas 

de correr e objetos com formas e texturas diferentes.  A troca de objetos e da posição 

dos mesmos, dentro das gaiolas são de fundamental importância para o 

funcionamento do modelo, pois estas alterações no ambiente contribuem para a 

formação de mapas espaciais, podendo promover o aumento na plasticidade 

hipocampal dos animais. O período de exposição ao ambiente enriquecido vem sendo 

considerado algo muito importante na qualidade dos resultados obtidos, visto que 

períodos muito curtos em ambientes enriquecidos não promovem os mesmos 

resultados que períodos mais prolongados146. 

Os animais expostos a ambientes enriquecidos demonstram melhora em 

aspectos como memória e aprendizado147,148, assim como, parece influenciar no 

desenvolvimento e funcionamento do cérebro, promovendo habilidades cognitivas 

principalmente circuitos neurais, corticais e hipocampais148. Em relação as alterações 

neurobiológicas, o EA resulta em aumento da espessura do córtex cerebral e do 

tamanho dos neurônios, favorece a neurogênese hipocampal, ramificação dendrítica 

e formação sináptica e reforço do LTP148,149,159. Em um estudo realizado por Leggio e 

colaboradores (2005) foi relatado que o ambiente enriquecido contribui para 

alterações comportamentais dos animais através da utilização de objetos que 

estimulem aspectos cognitivo, exercícios físicos e interação social. O estudo ainda 

demonstra o aumento dos níveis de fatores neurotróficos que otimizam o processo de 

aprendizado151.  

O EA proporciona uma melhora no desempenho das funções cognitivas 

avaliadas em modelos animais, além de reduzir o déficit da memória decorrente do 

envelhecimento. Estudos demonstram que animais submetidos ao protocolo de EA 

apresentaram melhores resultados em tarefas relacionadas a memória e 

aprendizagem, sendo que os animais que estão em ambientes enriquecidos 

demonstram aprendizado mais rápido e melhor adaptação ao novo ambiente152. Isso 

é possível observar nos estudos que utilizam testes comportamentais, como o labirinto 

aquático de Morris, que avalia a memória espacial dependente do hipocampo. Os 
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estudos demonstram que os animais expostos ao EA apresentam melhor 

desempenho que os animais que estão em um ambiente empobrecido de estímulos 

sensoriais, motores e cognitivos, trazendo prejuízos ao desempenho da memória e 

diminuição dos níveis de BDNF maduro (mBDNF) no hipocampo. Estudos já vendo 

apontando que o mBDNF é uma molécula importante nos processamentos de 

memória e aprendizado e na neuroplasticidade154. O mesmo acontece em estudos 

que avaliaram os animais após o EA através do teste do campo aberto. Os animais 

demonstraram maior capacidade de habituar-se e ajustar-se a novos estímulos, 

demonstrando melhora no processamento de informação e adaptação147,148. Em um 

estudo de Dong e Colaboradores (2007), os autores utilizaram um modelo de EA, 

onde os animais foram expostos ao ambiente enriquecido durante três horas por dia, 

cinco dias por semana e em um período de cinco meses. Foi demonstrado que o 

protocolo de EA possibilitou melhora no desempenho dos animais no teste do labirinto 

aquático de Morris155.  

Reforçando a importância do EA para o processo de memória e aprendizado, 

os resultados de alguns estudos demonstram que a exposição de animais a ambientes 

enriquecidos tem mostrado uma melhora na memória espacial156, na memória 

emocional, na resolução de problemas157,158 e na prevenção do declínio cognitivo 

relacionado ao envelhecimento, assim como, efeito antidepressivo e ansiolítico159.  Em 

um estudo realizado por Lambert e colaboradores (2005), demonstrou-se que os 

estímulos ambientais tem reduzido as deficiências de memória e aprendizado 

relacionado ao envelhecimento em camundongos160. Em um estudo com modelo 

animal de isquemia-reperfusão, Rojas (2013), mostrou que a estimulação fornecida 

pelo EA promoveu a recuperação de déficits relacionados a memória espacial e de 

reconhecimento de objetos e preservou a densidade do hipocampo26. Segundo 

Lambert e colaboradores (2005), o EA pode produzir modificações em áreas do 

cérebro relacionadas ao aprendizado e à memória como o hipocampo e o neocórtex, 

resultado no espessamento do córtex dos animais160.  Mudanças significativas na 

bioquímica cerebral, morfologia sináptica e função neuronal também foram 

observados neste modelo experimental147.  

     O EA mostrou-se eficaz em um modelo animal de epilepsia, no qual após 30 

dias de exposição ao ambiente enriquecido, os animais apresentaram menor 

comportamento de hiperatividade e ansiedade, assim como, melhor reconhecimento 

olfatório e aprendizagem espacial161,162. Em pesquisa sobre o EA no tratamento de 
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sequelas causadas pelo acidente vascular cerebral em modelos animais, o EA 

favoreceu a plasticidade na dominância ocular, além de restabelecer a plasticidade da 

dominância ocular já perdida em animais adultos criados em alojamento padrão, 

indicando alterações adaptativas nos circuitos corticais163.  

Apesar dos diversos estudos evidenciarem que o EA proporciona uma melhora 

nos aspectos relacionados aos processos de memória e aprendizagem, 

demonstrando principalmente que modelos animais que são expostos aos protocolos 

de EA apresentam melhor desempenho em testes comportamentais do que os 

animais não expostos, os mecanismos pelos quais o enriquecimento aprimora o 

aprendizado e a memória ainda não está totalmente conhecido e descrito164. 

Os estudos demonstram que além das mudanças nos aspectos 

comportamentais e cognitivos, o EA também pode proporcionar um aumento nos 

níveis de BDNF após um período de EA27,28. Estudos demonstram que o EA promoveu 

a plasticidade neural através de níveis crescentes de BDNF e fator de crescimento de 

nervo (NGF) no cérebro165,166 . Outros estudos também evidenciaram que a EA pode 

reduzir tanto o estresse oxidativo167 quanto o processo inflamatório no tecido 

encefálico168. No estudo de Zhu e colaboradores (2006) foi possível observar que 

animais expostos ao ambiente enriquecido apresentam aumento dos níveis de BDNF 

no cerebelo, hipocampo e em áreas corticais169. Em recente estudo realizado por 

Giacobbo e colaboradores (2019), foi observado que EA aumentou os níveis centrais 

de proBDNF e mBDNF, juntamente com aumento da plasticidade neuronal e melhora 

no desempenho da memória em animais jovens e de meia-idade170. No entanto, as 

vias que o EA utiliza para ocasionar estas mudanças não estão totalmente 

esclarecidas na literatura.  

A influência do EA tem apresentado efeitos benéficos em modelos animais de 

doenças do SNC como DA, Parkinson, síndrome do X frágil, síndrome de Down e 

esquizofrenia. De modo geral, diversos estudos indicam que animais expostos ao EA 

apresentam desempenho melhor em muitas tarefas se comparados a animais criados 

em ambientes pobres em estimulação26. Em um estudo realizado com modelo animal 

de DA (camundongos transgênicos APP23) com 10 semanas de idade submetidos à 

exposição do EA por um mês, mostrou-se um melhor desempenho no teste 

comportamental do labirinto aquático de Morris e aumento na produção de BDNF no 

hipocampo em comparação com camundongos que não foram expostos ao EA171. Em 

outro estudo utilizando camundongos transgênicos com patologia da DA (TgCRND8), 
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mostrou que o EA está associado a um amento no número de novos neurônios no 

hipocampo172. 

O ambiente enriquecido também vem demonstrando apresentar efeitos 

neuroprotetores tanto nos aspectos cognitivos como em áreas estruturais do 

neocórtex.  Mas esses efeitos parecem depender em parte da atividade do BDNF, 

pois o ambiente enriquecido demostrou restaurar os níveis de expressão de BDNF, 

que aparece diminuídos em algumas patologias173,174. Em um estudo animal utilizando 

um modelo transgênico de DA, Hu e colaboradores (2010) mostraram que animais 

com 21 dias de vida expostos a um ambiente enriquecido por um período de 30 dias 

reverteu a neurogênese prejudicada no início da doença e aumentou a plasticidade 

sináptica. Assim como, neste mesmo estudo o EA realizado por um período foi 

associado a uma diminuição nos níveis de Aβ no córtex e hipocampo dos animais 

transgênicos e observou-se uma diminuição da hiperfosforilação da proteína tau. Tais 

achados sugerem que a experiência em um ambiente enriquecido diminui a atividade 

patológica de quinases e fosfatases regulando os níveis de fosforilação da tau175. 

Outros estudos também descrevem que animais expostos ao EA por um período de 

30 dias, demonstraram reduções nos níveis de Aβ e depósitos de amiloide em 

comparação com animais em condições de alojamento padrão164, 176.  

Estudos pré-clínicos e clínicos têm sugerido que o EA pode melhorar ou mesmo 

reverter efeitos desfavoráveis do envelhecimento no cérebro, assim como, os efeitos 

prejudiciais de determinadas patologias147,177. A exposição ao EA durante o período 

pré-natal, demostra ter efeitos nos aspectos emocionais e hormonais a longo prazo 

nos descendentes178. Além disso, esses estudos fornecem evidências de efeitos 

benéficos sobre o comportamento e performance cognitiva da prole, especificamente 

na aprendizagem e memória com indícios de alterações estruturais cerebrais. Um 

estudo demonstrou que o EA precoce, ou seja, no pré-desmame diminui a ansiedade 

em ratos a longo prazo, e ainda pode aumentar o nível de cuidados maternos179.   

Perante os estudos apresentados, pode-se observar que o EA contribui para a 

melhora em aspectos cognitivos como processos de memória e aprendizagem, 

levando a alterações comportamentais, neurobiológicas e neuroquímicas. Diante disto 

acredita-se que a aplicação de um protocolo de EA, possa ser uma alternativa 

promissora na redução ou prevenção de alterações nos processos de memória e 

aprendizagem, que a longo prazo se estabelecem como efeitos do processo de 

neuroinflamação, resultado da , assim como, uma técnica que possa atuar nas vias 
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relacionadas às alterações na proteína GSK-3β e no peptídeo β-amiloide, estas 

envolvidas em processo de neurodegeneração. Portanto a EA pode tornar-se uma 

alternativa eficaz na prevenção de alterações relacionadas ao neurodesenvolvimento. 

 

1.1.8 Modelo animal de ativação imune neonatal  

 

     O LPS é uma endotoxina bacterina que induz efeitos inflamatórios e pró-

coagulantes. É um componente da membrana plasmática de bactérias gram-negativa 

e reconhecido como principal fator responsável por manifestações tóxicas de 

infecções gram-negativas severas e inflamação generalizada179,180.  

A AIN, em animais é provocada pela exposição endotoxêmica ao LPS. O LPS 

é reconhecido pelo sistema imune como um agente patogênico associado aos 

PAMPs. Ele também se liga ao TLR-4 em monócitos e macrófagos, constituindo com 

esta ligação uma cascata de eventos que conduz a inflamação56.  

Existem diferentes tipos de TLR identificados, dentre eles o TLR-4 

que reconhece o LPS bacteriano45. A administração de LPS, um componente da 

parede celular de bactérias Gram-negativas em animais, está associada a uma 

resposta inflamatória através do seu reconhecimento pelo sistema imune inato. Este 

reconhecimento acontece principalmente através dos receptores TLR-446-,49.  Uma vez 

que o LPS entra em contato com o organismo animal, seja a partir de uma bactéria 

Gram-negativa ou pela administração direta do mesmo, inicia-se uma série de 

respostas no organismo infectado. Esta endotoxina pode atuar em macrófagos, 

monócitos, neutrófilos, plaquetas sanguíneas e células endoteliais46. O LPS é capaz 

de ativar principalmente a resposta imune inata com a participação do macrófago. 

Atua também na resposta imune adquirida, referente a respostas de linfócitos que 

reconhecem antígenos microbianos específicos com atuação do TLR-443. A ligação 

entre o TLR-4 e o LPS resulta no aumento da produção de citocinas pró-inflamatórias, 

translocação do fator nuclear NF-κB e posteriormente a transcrição de genes que 

codificam mediadores inflamatórios, tais como TNF-α, IL-1β, IL-6 e lL-856,63. 

Estudos em modelos animais, em sua maioria, são realizados por indução de 

LPS em camundongos por demonstrarem uma resposta exacerbada as citocinas pró-

inflamatórias no SNC e apresentarem prejuízos comportamentais e disfunções 

cognitivas semelhantes a sepse. A indução de endotoxemia por LPS nas primeiras 
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semanas de vida reproduz algumas das complicações observadas em neonatos com 

sepse neonatal181. 
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2. OBJETIVOS 

 

 

2.2 OBJETIVO GERAL 
 

Avaliar os efeitos de um ambiente enriquecido nos parâmetros 

comportamentais e moleculares em longo prazo no sistema nervoso central após AIN.  

 

2.3 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

Avaliar os efeitos de dois protocolos de enriquecimento ambiental sobre 

a memória e o aprendizado em camundongos adultos submetidos à AIN.  

Avaliar os efeitos do enriquecimento ambiental sobre os níveis de citocinas IL-

1β, TNF-α, IL-6, IL-10 no córtex e hipocampo de camundongos adultos submetidos à 

AIN. 

Analisar os efeitos do enriquecimento ambiental sobre os níveis de BDNF no 

córtex e hipocampo de camundongos adultos submetidos à AIN. 

Verificar a influência do enriquecimento ambiental sobre o imunoconteúdo da 

proteína GSK-3β no córtex total e hipocampo de camundongos adultos submetidos à 

AIN. 

Verificar a influência do enriquecimento ambiental sobre o imunoconteúdo do 

peptídeo β-amiloide no córtex total e hipocampo de camundongos adultos submetidos 

à AIN. 
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3. MÉTODOS 

 

 

3.2  TIPO DE ESTUDO 

 

Este projeto refere-se a um estudo experimental pré-clínico, com uso de um 

modelo animal. Foi realizado no Laboratório de Neurociências Experimental (LaNEx) 

e no Laboratório de Bioquímica e Biologia Molecular da Universidade do Sul de Santa 

Catarina (UNISUL). 

 

3.2 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS 

 

Para a realização deste estudo foram utilizados os materiais e equipamentos 

descritos no quadro 1.  

 

Quadro 1 - Materiais e equipamentos 

           (Continua) 

Materiais e 
Equipamentos  

Especificação  Marca País  

LPS 026:B6L E.Coli Sigma Aldrich  Brasil  

PBS pH 7.4 Thermo Fisher 
Scientific 

Brasil  

Gel de poliacrilamida  TGX Stain-FreeTM 

FastCastTM Acrylamide 
Solucions  

BioRad Brasil  

Membrana PVDF  Pore size 0.45 µm,sheet W 
x L140mmx160mm,pkg of 
25 ea 

Sigma Aldrich Brasil 

Anticorpo secundário  anti-rabbit e anti-mouse Uniscience Brasil 

Fotodocumentador Digimagem (254 nm)  Biosciences Brasil  

Thiopentax Pó para solução injetável-
1g 

Cristália Brasil  

Tampão de lise RIPA R0278-50ML Sigma-Aldrich EUA 

Deoxicolato de sódio  CAS 302-95-4, pH 7.5 -9.0 
(20g/l, H20, 20 ºC).  

Merck Millipore  EUA 

Fluoreto de fenil-metano-
sulfonil (PMSF) 

 Sigma-Aldrich EUA 

Coquetel de inibidores de 
proteases 

P2714 Sigma-Aldrich EUA 

Anticorpo anti- GSK-3β GSK-3β (3D10) Mouse 
mAb  

Cell Signaling 
Technology  

EUA 
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Anticorpo anti-β-amiloide  β-amyloid (1-43 Preferred) 
(E8C2D) Rabbit mAb  

Cell Signaling 
Technology 

EUA  

β-actina Monoclonal AC-15 Sigma-Aldrich EUA 

Kit de quimiluminescência  Base level dection   Thermo 
Scientific  

EUA 

Kits de ELISA R&D Systems ® Pensabio  Brasil  

Aparato teste de campo 
aberto  

40x40x40 cm  Marceneiro local  Brasil  

Leitor de placas Perlong DNM-9602 Perlong Medical China  

Cloridrato de xilazina  10ml Ceva Brasil  

Cloridrato de 
dextrocetamina 

50ml Syntec Brasil 

Câmera filmadora Hero 3+  GoPro EUA 

Aparato de 
enriquecimento ambiental 

Safari American Pets  Brasil  

Aparato Labirinto 
Aquático de Morris 

Confeccionado pelos 
pesquisadores  

 Brasil  

 

3.3 ANIMAIS 

 

Foram utilizados Camundongos C57BL/6 provenientes da Universidade 

Federal de Santa Catarina (UFSC). Foi realizado o acasalamento destes e utilizado 

os filhotes (machos e fêmeas), com 2 dias pós-natais. Os camundongos foram 

alocados em casais para o acasalamento, na proporção de uma fêmea para cada 

macho. Os camundongos foram mantidos em temperatura controlada (22 ± 2 ºC), no 

ciclo de claro e escuro de 12 horas e comida e água ad libitum.  

O número de animais por grupo foi calculado em n=8. A fórmula empregada 

para o cálculo foi a equação n/grupo=2[(Zα/2 +Zβ) X d/∆]2, para comparação de duas 

médias, considerando-se o poder de teste de 80%, o nível de significância de 5%, o 

desvio padrão de 12,5% a partir de registros de estudos anteriores e o valor da 

diferença a ser detectada igual a 18%. Entende-se, portanto, que o número de pelo 

menos 8 animais foi utilizado em cada grupo experimental para garantir que as 

conclusões dos experimentos sejam válidas, dentro de um risco aceitável de não estar 

observando diferenças onde elas existam tampouco estar observando diferenças 

onde elas não existam. Para segurança e confiabilidade dos dados, foi utilizado 10 

animais por grupo neste estudo. A mortalidade foi avaliada durante todo       

experimento      

Foram utilizados 10 animais para cada grupo, porém são ao todo são três 

comportamentos e cada animal realiza apenas um comportamento, sendo assim, 
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foram utilizados 10 animais para cada comportamento de cada grupo, totalizando 30 

animais por grupo. A literatura relata que o modelo experimental de AIN é o que mais 

se assemelha a sepse neonatal, pois há mortalidade de 60% nos primeiros dias de 

vida. Sendo assim foram utilizados um total de 312 animais. (10 cada grupo temos 3 

comportamentos então 240 animais + 60% (animais da AIN) = 312 animais) 

  

3.4 DELINEAMENTO DO ESTUDO 

 

Os animais foram divididos em 8 grupos experimentais (Figura 1), onde foram 

utilizados machos e fêmeas.  Inicialmente os animais foram divididos em dois grupos 

que receberam LPS ou Tampão fosfato-salino (PBS) aos dois dias de vida. 

Posteriormente estes mesmos animais foram novamente divididos em dois grupos: os 

que foram expostos ao protocolo de enriquecimento ambiental (EA) e os que não 

foram expostos ao enriquecimento ambiental (SEA). Finalmente após a exposição ao 

EA ou não, os animais foram novamente divididos em grupos para as avaliações em 

diferentes idades: 60 e 120 dias de vida. O tempo de EA ou SEA e os testes 

comportamentos foram realizados de acordo com a idade correspondente a cada 

grupo experimental (60 ou 120 dias).   

 

      

 

Figura 1- Grupos experimentais  

Os grupos experimentais foram divididos em PBS + EA e PBS + sem EA e AIN +EA e AIN + sem EA.  

 

Ao completarem dois dias de vida, a prole foi retirada da caixa para a exposição 

à AIN (LPS) ou PBS (animais controles). A AIN foi induzida com uma única 

administração subcutânea de 25 µg/kg de LPS, que foi preparado com o auxílio de 

PBS para diluição. Os animais controles receberam apenas PBS no mesmo volume 

administrado no grupo LPS. A mortalidade foi avaliada durante todo o experimento. 

Após a indução, os animais retornaram para suas caixas moradias, onde 

PBS

Enriquecimento 
Ambiental 

60 dias 120 dias 

Sem enriquecimento 
Ambiental 

60 dias 120 dias 

AIN

Enriquecimento 
Ambiental 

60 dias 120 dias 

Sem enriquecimento 
Ambiental 

60 dias 120 dias 
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permaneceram até completarem 21 dias de vida, onde foi realizada a sexagem e os 

mesmos foram separados em cinco animais por gaiola. E posteriormente divididos em 

grupos para a exposição ou não ao protocolo de estudo, de maneira randomizada.  

Quando os animais completaram 28 dias de vida (animais jovens) foram 

submetidos ao protocolo de EA ou no caso dos animais controles, a retirada desses 

das caixas moradias para outras caixas sem o enriquecimento ambiental. Os animais 

foram submetidos a caixa enriquecida durante 3 horas por dia, 5 dias por semana 

durante o período correspondente a cada grupo. Os animais controles foram trocados 

de caixas nos mesmos horários e pelos mesmos períodos. O fim do protocolo 

aconteceu de acordo com as idades correspondentes de cada grupo 60 e 120 dias. 

Os animais foram avaliados quando completaram 60 e 120 dias de vida182, de acordo 

a idade pertencente a cada grupo.  

Vinte quatro horas após o último dia de EA ou SEA, os animais foram 

submetidos aos treinos e posteriormente aos testes comportamentais: Habituação ao 

Campo Aberto, Labirinto Aquático de Morris e Reconhecimento de objetos. Após os 

testes comportamentais, os animais foram submetidos à Morte Indolor Assistida (MIA), 

recebendo injeção de uma dose excessiva de cloridrato de xilazina 20 mg/kg 

associado a cloridrato de dextrocetamina 100mg/kg intraperitoneal de acordo com a 

resolução 1000, de 12/05/2012 – conselho Federal de Medicina Veterinária, sob a 

supervisão de médico veterinário responsável.  

As estruturas córtex e hipocampo foram utilizadas, visto que estão relacionadas 

aos processos de memória e aprendizagem, assim como, estudos demostram que 

estão envolvidas e sofrem alteração durante processo de neuroinflamação e 

neurodegeneração. Essas estruturas foram dissecadas, processados e armazenados 

em freezer -80ºC para avaliação dos níveis de BDNF, e citocinas (IL-1β, TNF-α, IL-6, 

IL-10) e do imunoconteúdo da proteína GSK-3β e do peptídeo β-amiloide (Figura 2). 
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Figura 2- Delineamento do estudo  

Aos 2 dias de idade, os animais foram expostos a AIN e/ou controle (PBS), aos 28 dias de idade, foram 
divididos em grupos experimentais (AIN+ sem EA; PSB + sem EA; AIN + EA; PBS + EE) e iniciado 
protocolo de EE, onde permaneceram por 3 h/dia, 5 dias/semana, por um período de 60 ou 120 dias. 
Vinte e quatro horas após o término dos protocolos de EE, os animais foram submetidos a treinamento 
e testes e ao final dos testes foram eutanasiados para coleta das estruturas cerebrais: córtex total e 

hipocampo, que foram imediatamente armazenados a -80 °C para análise bioquímica.  
 
 
3.5 ENSAIOS/TESTES/TÉCNICAS 

 

3.5.1 Modelo animal de Ativação Imune Neonatal 

 

Para a indução da AIN foi utilizado uma única administração subcutânea (s.c.) 

de 25 μg/kg de LPS, diluído em PBS (O26:B6 E. coli LPS, Sigma Chemical) nos 

animais aos dois de vida. O grupo controle recebeu uma injeção de PBS s.c. em 

volume equivalente. Após a exposição, os animais retornaram às suas gaiolas e 

permaneceram com suas mães até 21 dias pós-natal. Posteriormente, foi realizado a 

sexagem e os animais foram separados em número de cinco animais por caixa. 

 

3.5.2 Protocolo de enriquecimento ambiental  

 

O EA é um conjunto de técnicas que modificam o ambiente, melhorando a 

qualidade de vida dos animais, assim como, proporcionando estímulos sensoriais e 

cognitivos 126. No Protocolo de EA os animais foram expostos ao ambiente enriquecido 

5 (cinco) vezes por semana (segunda à sexta-feira), 3(três) horas por dia (9hs às 

12hs), durante o tempo correspondente a cada grupo (60 e 120 dias). Os animais que 
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não foram expostos ao EA foram retirados de suas caixas e colocados em uma outra 

caixa sem o enriquecimento ambiental, durante 5 (cinco) vezes por semana, durante 

o período de 3(três) horas 183. O protocolo de EA consiste em uma caixa (46cm x 

55cmx 34cm) com três andares, contendo uma variedade de estímulos sensoriais, 

como, rampas, rodas de exercício voluntário e objetos de diferentes tamanhos, 

texturas e cores. Uma vez por semana, mudanças de posicionamento e trocas de 

objetos dos quais os animais interagem foram realizadas no ambiente enriquecido. As 

rodas de exercício voluntário e as rampas modularam a força, propriocepção, controle 

motor e estimulação somatossensorial. Já os demais objetos como tubos, blocos, 

túneis, pedaços de madeira e bolinhas proporcionam estimulação cognitiva183. Os 

animas que pertenciam ao grupo sem enriquecimento ambiente permaneceram nas 

caixas padrões, tendo acesso livre a comida e água.  

  

3.5.3 Testes de memória e aprendizado 

 

 Os testes comportamentais foram realizados aos 60 e 120 dias de vidas, de 

sendo testados individualmente de acordo com os grupos experimentais. Cada animal 

participou de apenas um teste comportamental. Os testes aconteceram no período 

das 09h00min às 12h00mim. Antes do início das sessões os animais foram 

ambientados a sala de testes por no mínimo 30 minutos. Os testes foram realizados 

em sala própria e por um único avaliador. 

 

3.5.3.1 Labirinto Aquático de Morris  

 

O labirinto aquático de Morris tem como objetivo avaliar o aprendizado e a 

capacidade de adquirir memória espacial usando dicas ambientais. O animal deve 

aprender a usar as pistas fixadas na parede da sala para navegar até a plataforma 

submersa na água. Durante os treinamentos o animal teve 60 s para encontrar a 

plataforma (10 cm2) submersa e a latência foi mensurada. Se o animal não 

encontrasse a plataforma ele seria gentilmente conduzido e permaneceria nela por 10 

s. O treinamento acontece em dois dias seguidos, e é composto por seis baterias. No 

momento do teste, que aconteceu três dias depois do último dia de EA, a plataforma 

submersa foi retirada e o animal foi colocado na água apenas uma vez, e teve um 

período de três minutos para nadar e procurar a plataforma. Foi avaliado o tempo 
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gasto no quadrante em que a plataforma estava localizada. Para este teste foi utilizado 

um tanque circular localizado no centro de uma sala de 12 m2. Foi adicionado água 

ao tanque até que o nível ultrapassasse 2 cm da altura da plataforma. A água ficou 

opaca com adição de amido de milho, dificultando a visibilidade da plataforma. A 

aquisição da memória visuoespacial foi filmada e analisada pelo software ANY-Maze 

(Stoelting Co, USA) 184. 

 

3.5.3.2 Habituação ao Campo Aberto 

 

Foi utilizado um aparato de campo aberto (40 × 60 x 50 cm), com o chão dividido 

em doze quadrantes. Cada animal foi colocado no centro do campo aberto e deixado 

explorar a arena por 5 min (sessão de treinamento). Imediatamente após este 

procedimento, os animais foram levados de volta para sua gaiola de alojamento 

padrão. Vinte e quatro horas depois, foram submetidos a uma segunda sessão de 

teste no aparato. O número de vezes que cada animal cruzou os quadrantes 

demarcados no chão do aparato, foi utilizado como avaliação da atividade locomotora, 

e os movimentos de levantamento foram avaliados como o comportamento 

exploratório. Uma redução no número de cruzamentos e elevações entre as duas 

sessões foi considerada como medida de retenção de memória. O mesmo 

experimentador realizou todos os testes comportamentais e a pontuação manual. O 

aparato foi limpo com etanol 70% entre as sessões de teste.  

 

3.5.3.3 Reconhecimento de objetos 

 

Esse teste foi utilizado para avaliar a memória não aversiva e não espacial. Os 

animais foram submetidos a uma sessão de habituação onde foram permitidos 

explorar livremente o aparato de campo aberto (40 × 60 x 50 cm) por 5 minutos. 

Nenhum objeto foi colocado na caixa durante a habituação. O treinamento foi 

realizado colocando os camundongos individualmente por 5 min no aparato, no qual, 

dois cubos idênticos (A1 e A2) foram posicionados em dois cantos adjacentes, a 10 

cm das paredes do aparato. Para o teste de memória de reconhecimento de objeto, 

realizado 24 h após o treinamento, os animais exploraram o campo aberto por 5 min 

na presença do objeto familiar (A1) e um objeto novo (B, uma pirâmide com base 

quadrada). Os objetos tinham texturas semelhantes (suave), cor azul e peso de 150-
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200 g, mas formas distintas. O índice de reconhecimento calculado para cada animal 

foi relatado como a razão TB/(TA1 + TB), sendo: TA = tempo gasto explorando o 

objeto familiar A1; TB = tempo gasto explorando o novo objeto B. A memória de 

reconhecimento foi definida como cheirar (explorar o objeto a 3-5 cm de distância dele) 

ou tocar o objeto com o nariz e/ou patas dianteiras.  

 

3.5.4 Avaliação de citocinas e de fator neurotrófico derivado do encéfalo  

 

Amostras de córtex total e hipocampo foram homogeneizadas em 

homogeneizador Ultra-Turrax (T-18, IKA Works, Wilmington, NC, EUA) com solução 

salina tamponada com fosfato (PBS) contendo Tween 20 (0,05%), PMSF (0,1 mM), 

EDTA (10 mM), aprotinina (2 ng/ml) e cloreto de benzetônio (0,1 mM). Em seguida, as 

amostras foram centrifugadas a 6000 ×g por 15 minutos (a 4º C) e o sobrenadante 

coletado e armazenado a -80° C. O teor de proteína total do sobrenadante foi medido 

pelo método de Bradford, usando uma curva de calibração padrão com BSA ( 0,05 a 

0,5 mg/mL). Alíquotas de 100 μl foram utilizadas para medir as concentrações de 

citocinas (IL-10, IL-6, IL-1β e TNF) e BDNF por kits de ELISA para camundongos (R&D 

Systems, Minneapolis, MN), de acordo com as instruções do fabricante. 

As concentrações de citocinas e BDNF foram medidas por interpolação de uma 

curva padrão de 7 pontos com leitura de ensaios colorimétricos a 450 nm em um 

espectrofotômetro de placa (Perlong DNM-9602, Nanjing Perlove Medical Equipment 

Co, Nanjing, China). Para correção de imperfeições ópticas na placa, a leitura em 540 

nm foi subtraída da leitura em 450 nm. Os valores foram expressos em pg por mg de 

proteína. 

 

3.5.5.  Ensaio Western Blotting 

 

As amostras de córtex total e hipocampo foram homogeneizadas manualmente 

com micropistilos em tampão RIPA gelado contendo 1% de inibidor de protease 

(Sigma-Aldrich, St Louis, MO) e depois incubadas em gelo por 30 min. Os tubos 

contendo os lisados foram centrifugados a 10.000 ×g por 20 min a 4°C, e os 

sobrenadantes foram coletados. A concentração de proteína foi determinada usando 

o método de Bradford. A separação eletroforética foi realizada usando 30 μg de 

proteína por poço em eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% (SDS-PAGE), 
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executado em um aparelho de células Mini-PROTEAN® Tetra sob uma fonte de 

alimentação PowerPAC™ HC (ambos da Bio-Rad, CA, EUA). As proteínas foram 

transferidas para uma membrana de PVDF (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, 

EUA), bloqueadas em 5% BSA (preparado em tampão TBS-T, pH 7,4; concentração 

em mmol/L: 20 Tris-HCl, 137 NaCl, 0,1% Tween 20) e incubados durante a noite a 

4°C com anticorpos primários para GSK-3β (1:1000, Cell Signaling Technology, 

Beverly, MA, EUA), β-amiloide (1:1000, Cell Signaling Technology, Beverly, MA, EUA) 

e o anticorpo monoclonal conjugado com peroxidase contra β-actina (diluição 

1:45000) foi usado como controle de carga para todas as amostras avaliadas. 

Após a incubação com anticorpos primários, as membranas foram lavadas três 

vezes (10 minutos cada) com solução de TBS-T e incubadas com o anticorpo 

secundário específico conjugado com peroxidase de rábano (HRP) à temperatura 

ambiente por 1 h. As membranas foram lavadas por mais três vezes (10 minutos cada) 

com solução de TBS-T e expostas ao substrato HRP (Pierce Biotechnology, Rockford, 

IL, EUA), e os imunocomplexos foram visualizados por quimioluminescência usando 

o ChemiDoc MP System (Bio-Rad Laboratories ). As bandas foram quantificadas por 

densitometria usando o software do fabricante (Image Lab, versão 4.1, Bio-Rad 

Laboratories, Hercules, CA, EUA). Os valores foram normalizados usando os dados 

obtidos para β-actina e expressos como unidades arbitrárias. 

 

3.6 VARIÁVEIS DE ESTUDO 

 

Quadro 2 – Variáveis de estudo  

           

Variáveis Tipo Natureza Proposta de utilização 

Enriquecimento 
Ambiental  

Independente 

 

Qualitativa 
nominal 

dicotômica 

Sim ou Não  

Modelo animal de 
AIN 

Independente Qualitativa 
nominal 

dicotômica 

Sim ou Não  

Memória Visuo- 
Espacial  

Dependente  Quantitativa 
Continua 

Tempo em segundos  

Memória de 
Habituação  

Dependente Quantitativa 
Discreta 

Número de cruzamentos  
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Memória de 
Reconhecimento 
de Objetos  

Dependente Quantitativa 
Continua 

Tempo em segundos  

Niveis de citocinas 
(IL-1β; IL-6; IL-10; 
TNF-α 

 Dependente 

 

Quantitativa 
Continua 

Média e desvio padrão 
(pg de citocina/mg de 

proteína) 

Niveis de BDNF Dependente  Quantitativa 
Continua 

Média e desvio padrão 
(pg de citocina/mg de 

proteína) 

Imunoconteúdo da 
proteína GSK-3β 

Dependente   

 

Quantitativa 
Continua 

Média e desvio padrão 
(Unidades arbitrárias) 

Imunoconteúdo do 
peptídeo β-
amiloide 

Dependente Quantitativa 
Continua 

Média e desvio padrão 
Unidades arbitrárias 

 

 

3.7 PROCESSAMENTO E ANÁLISE DOS DADOS 

 

 Os dados foram analisados por meio do software GraphPad Prism® versão 8.0 

(La Jolla, Califórnia, EUA). A distribuição normal foi verificada pelo teste de Shapiro-

Wilk, e os resultados paramétricos apresentados como média ± desvio padrão (DP) e 

mediana e intervalos interquartis para dados não paramétricos. O teste de habituação 

em campo aberto está relatado como média ± SD (10-13 animais por grupo) e os 

grupos foram comparados usando análise de variância (ANOVA) de duas vias seguido 

pelo teste post-hoc de Tukey ou teste t de Student pareado para a comparação 

intragrupo no teste de habituação em campo aberto. Os dados do teste de 

reconhecimento de objetos são relatados como mediana e os intervalos interquartis 

(10-13 animais por grupo), e as comparações entre os grupos foram realizadas 

usando o teste U de Mann-Whitney. As diferenças dentro dos grupos individuais foram 

analisadas usando os testes de Wilcoxon. Para as análises bioquímicas, as variáveis 

estão apresentadas como média ± desvio padrão (DP) de 8 animais por grupo. As 

comparações entre os grupos foram feitas por meio de ANOVA de duas vias seguida 

pelo teste post-hoc de Tukey. Para todas as comparações, p < 0,05 foi considerado 

estatisticamente significativo.  

 

3.8 ASPECTOS ÉTICOS DA PESQUISA 
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 Todos os procedimentos foram aprovados pela CEUA da UNISUL 

(19.005.4.01.IV) (ANEXO A), e realizados seguindo as diretrizes brasileiras do 

Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) e em 

conformidade com as diretrizes do National Research Council's Guide for the Care 

and Use of Laboratory Animals (publicação do NIH nº 80-23), revisada em 1996. Em 

consonância à DBCA, foram adotados os procedimentos que visam evitar, terminar, 

minimizar ou reduzir a dor, desconforto ou distresse do animal, utilizando assim ações 

como: i) adoção de tratamento para aliviar a dor, o desconforto ou o distresse; ii) 

interrupção de um procedimento doloroso; iii) exclusão do animal do estudo; ou iv) 

morte humanitária do animal realizado por médico veterinário responsável. 
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4. ARTIGO 

 

 

A seguir está inserido o artigo científico fruto dessa tese de Doutorado, que 

será submetido para a revista científica Molecular Neurobiology com fator de impacto 

de 5.682 (A1 Med II). 
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Abstract 

Introduction: Neonatal immune activation (NIA) promotes long-term behavioral and 

neurochemical changes in the central nervous system (CNS). Environmental 

enrichment (EE) has been a promising alternative in modulating such changes caused 

by NIA. Objective: To evaluate the effects of the EE on long-term behavioral and 

neurochemical parameters after AIN. Methods: To this aim, two days old C57BL/6 mice 

received PBS or LPS. When completed 28 days of age, the mice were submitted to 

the EE protocol of 3 hours/day for 5 days/week until 60 or 120 days old. After 

completing the EE protocols, memory, neuroinflammation, BDNF levels, and the 

immunocontent of glycogen synthase kinase 3β (GSK-3β) and β-amyloid proteins in 

the hippocampus and cortex of the animals were evaluated. Results: EE improved 

memory capacity at 60 and 120 days old, increased BDNF levels, decreased 

interleukin (IL)-1β and tumor necrosis factor (TNF)-α levels at 60 and 120 days in 

cortex and hippocampus. The EE up to 60 days reduced the immunocontent of (GSK-

3β) in the hippocampus and the EE 120 days reduced GSK-3β in the hippocampus 

and cortex. Conclusion: The present results demonstrate the importance of EE 

protocol, aiming to minimize long-term damage after AIN, translating this to clinical 

aspects, EE can be used as an experimental, non-invasive prevention strategy in 

neonates after neuroinflammation process. 

 

Keywords: Neonatal Immune Activation. Environmental Enrichment. Memory. 

Cytokines. Neurotrophins. Neurodegeneration 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

 

O presente estudo mostrou que os animais que passaram pelo processo de 

AIN aos dois dias de vida apresentaram prejuízo no processo de aquisição de 

memória de curto e longo prazo, assim como, diminuição nos níveis de BDNF aos 60 

e 120 dias, no córtex e no hipocampo. A AIN colaborou para a aumento nos níveis 

das citocinas IL-1β e TNF-α e diminuição de IL-10 aos 120 dias de vida, no córtex e 

hipocampo, e aos 60 dias aumentou o nível de IL-1β e IL-10 também em ambas as 

estruturas cerebrais, inda, a AIN causou aumento no imunoconteúdo da proteína 

GSK-3β aos 60 dias, no hipocampo e aumento no imunoconteúdo de GSK-3β, aos 

120 dias, no córtex e hipocampo.  

No entanto o EA conseguiu reverter tais alterações, preveniu os prejuízos no 

processo de memória, aos 60 e 120 dias o EA preveniu a redução dos níveis de BDNF 

e preveniu o aumento da citocina IL-1β no córtex e hipocampo, assim como, aos 60 

dias preveniu o aumento dos níveis de TNF-α, no córtex e hipocampo. Com relação 

ao imunoconteúdo da proteína GSK-3β, o protocolo de EA que perdurou até os 60 

dias de vida preveniu o aumento do imunoconteúdo dessa proteína, no hipocampo e 

aos 120 dias no córtex e hipocampo, prevenindo o dano que a AIN havia causado.  

 Diante do apresentado acima, demonstra-se que a AIN traz prejuízos 

significativos para o desenvolvimento a curto e longo prazo, assim como, o EA pode 

prevenir as alterações comportamentais em especifico no processo de memória, 

assim como, ao nível molecular, demonstrando a importância de se utilizar um 

ambiente enriquecido em longo prazo após um processo de AIN. 

O presente estudo poderá estimular novas discussões sobre o assunto, 

buscando melhores esclarecimentos sobre o efeito e importância do EA. O melhor 

entendimento dos efeitos de técnicas terapêuticas não invasivas como o EA pode 

auxiliar na prevenção e/ou tratamento de alterações encefálicas decorrentes de 

doenças neuroinflamatórias e contribuir para futuros estudos clínicos. 

Do ponto de vista acadêmico e científico, os resultados desta pesquisa 

resultarão em publicações em periódicos internacionais e servirão para a 

padronização de metodologias para o desenvolvimento de estudos futuros pré-

clínicos, e como base para estudos clínicos.  
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No âmbito social, os resultados do presente estudo representam a possibilidade 

do desenvolvimento de uma alternativa terapêutica acessível, não farmacológica e 

não invasiva.  
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Feier%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16505668
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Reinke%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16505668
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moreira%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16505668
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cardoso%20FL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25924675
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Herz%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25924675
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fernandes%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25924675
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rocha%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25924675
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sepodes%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25924675
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brito%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25924675
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ANEXO A- Parecer Aprovação da Comissão de Ética  
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ANEXO B – Produção científica publicada durante o período do Doutorado  
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