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RESUMO

A depressdo @ conhecida por afetar ¢ desenvolvimento de varias fungdes
fisiologicas, incluindo a do sistema imune. Dos véarios modelos experimentais
avaliados para se estudar a depressdo, o Modelo de Desamparo Aprendido tem
sido extensivamente utilizado.

No presente trabalho, avaliou-se a infludncia da depressdo experimental g
sua prevencao pelo tratamento com Cloreto de Litio na resposta inflamatéria,
quantificando-se a migracdo de células mononucieares e de neutrdfilos para a
cavidade peritoneal de ratos tratados ou n&o com LiCL

Ratos Wistar fémeas (pesando 200 g) foram dividides em 3 grupos
Grupo 1: estressados (CHE), os quais receberam 60 choques escapaveis de 1
mA, com duracio determinada pela fuga do animal e intervalos randdmicos entre
os choques variando de 5 a 25 seg.; Grupo 2: deprimidos {CHI), que receberam
choques inescapaveis de mesma intensidade e densidade do grupo 1, Grupo 3:
controles (CFD) que ndo receberam choques. A migragéo de neutrdfilos para a
cavidade peritoneal foi avaliada 4 horas apds a inje¢do de Carragenina (150u
g/cavidade) ou Lipopolissacarideo de E. coli (100 ng/cavidade). A migracéo de
células mononucleares foi avaliada 96h apds a injeclo intraperitoneal de
Tioglicolato 3% {150 ou 300 mg/fcavidade).

Os ratos deprimidos tiveram uma significante inibigdo na migracdo de
leucteitos. Esta inibigdo pdde ser prevenida pelo pré-tratamento (28 dias, na
agua de beber) dos ratos com Cloreto de Litio, usando metodologia que fornece
niveis séricos dentro da faixa profilatica utilizada na clinica.

Sugere-se que a depressdo e sua profilaxia, por tratamento com Cloreto de
L itio, estdo afetando a liberagdo de fatores quimiotaxicos, para neutrdfilos e para
células mononucieares, de células peritoneais residentes.
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INTRODUGAO

1.0 - CONSIDERAGOES GERAIS DA REACAQ INFLAMATORIA:

1.1- Fendmenos Vasculares

A inflamacdc € um processo homeostatico do organismo em resposta a
uma injuria, trauma ou infecgdo. Fsta reagao resulta em prevenir a progressdo da
les@o, por isolar ou destruir 0 agente lesivo, e, posteriormente, ativar processes
de reparo, retornando o organismo a sua funcdo normal. Este processo tem
caracteristica estereotipada, pois depende mais da espécie animal ou do
individuo, do que da natureza do agente lesivo. Estimulos fisicos, quimicos ou
bioldgicos sdo suficientes para ativar, na &rea injuriada, uma série de tais
fendmenos como, vasodilatacdo, aumento de fluxo sangiineo, aumento de
permeabilidade vascular com exsudacio de plasma, migracdo de células
sanguinea, dor e calor local. (Garcia Leme, 1980). Mesmo assim, podem ocorrer
pequenas variagbes na resposta dependendo das caracteristicas do tecido
lesado, do agente lesivo e da coexistdncia de estados patologicos (Rocha e
Silva, 1978).

Ao desencadear areagdo, observa-se uma primeira fase, chamada de fase
aguda. Dependendo do estimulo ser ou n&o persistente, a reagdo pode cronificar-
s, ou entdio ocorrer a resclugdo do processo, com a eliminagéo dos agentes
lesivos (Sedgwick & Willougby, 1985).



Durante o desenvolvimento da fase aguda ocorrem fendmenos vasculares
e celulares que levam ao surgimento dos quatro sinais cardinais da inflamaggo:
calor, rubor, tumor @ dor, descritos por Cornelius Celsus no inicio da era Cristd. O
quinto sinal cardinal, a perda de fung8o do tecido ou do 6rgao lesado, foi proposto
posteriormente por Virchow (citado em Rocha e Silva, 1978).

O processo inflamatdrio esta relacionado com o reparo do tecido lesado.
Na inflamagéo ocorre destruicéo ou isolamento do agente lesivo e na reparacéo
ocorre o restabelecimento da normalidade, sendo substituido o tecido lesado por
células da mesma linhagem daquelas lesadas efou por células do tecido
conjuntivo (tecido cicatricial). Dependendo da extens@o da substituicio pode
haver comprometimento ou perda da fung@o do drgdo (Glynn, 1978).

Dentre os fendmenos vasculares, a vasodilatagio ocorre por acdo de
mediadores, liberados principaimente a nivel de areriolas, enire eles a
bradicinina, histamina, prostaglandinas da série E (PGE) e prostaciclinas (PGl3),
sendo esses metabdlitos do acido araquiddnico os principais mediadores deste
fendmeno {Hurley, 1878; Williams,1984). Por um mecanismo mediado pelo reflexo
axg-axonal tambeém pode ocorrer arterfolo-dilatacdo (Hua, 1986). Recentemente,
tem-se sugerido, também, a participacfio de fatores derivados do endotélio, entre
eles o Oxido nitrico (NO), nas alteractes vasculares do processo inflamatério. Foi
demonstrado que 0 NO participa do controle do fluxo sanguineo (Person ot alii,
1990; Fortes et alii, 1980} e da permeabilidade vascular induzida por PAF e
bradicinina {Mayhan, 1892).

0O fluxo sanguinec & aumentado na érea lesada devido a dilatagdo o
engurgitamento de capilares e artericlas e, também, por recrutamento de novos
vases que nomalmente estdo hipofuncionantes. Esses fendmenos véo resultar
em eritema {rubor) e elevagdo da lemperatura local {calor) (Hurley, 1978;
Williamg, 1984).



Simultaneamente a esses eventos ainda ocorre aumento de
permeabilidade a nivel venular, resultando em extravasamento de proteinas para
0s tecidos adjacentes da 4rea lesada, que somado ac aumento de pressdo de
filtrac@o, devido a vasodilatagdo, leva a formagdo de edema (tumor). Esse
aumento de permeabilidade se deve a aclo de mediadores inflamatérios sobre
celulas endoteliais venulares, induzindo contrag@o das mesmas com surgimento
de solugdo de continuidade entre elas. Entre a grande extensdo de mediadores
citados atualmente (Williams1984: Majno,1985) destacam-se: serotonina,
histaming, cininas, leucotrienos, PAF {fator ativador de plaquetas), C5a (5°
componente do sistema complemento ativado) e substéncias liberadas localmente
das terminagdes nervosas (taquicininas e o peptideo relacionado ac gene da
calcitonina) (Williams, 1984; Brain & Williams, 1985; Hua 1986). O exsudato
permite a liberagdo de maior quantidade de mediadores de arigem plasmética
como a bradicinina, fatores de coagulagdo e componentes do sistema
complemento ampiificando ¢ processo. Formam-se também fatores opsonisanies
de agentes lesivos e fatores indutores de migragdo celular, A rede de fibrina
formada no foco inflamatério impede a disseminag8o de agentes lesivos
{principalmente bactérias) e serve de suporte para a migracdo celular (Williams,
1984).

Mediadores inflamatérios como a bradicinina e histamina estimulam os
nociceptores provocando a dor. Nas concentractes em que sao liberados, estes
mediadores apenas despolarizam esses receptores. No entanto, os nociceptores
estdo com o limiar de excitabilidade diminuidos {hiperaigesia) por acdo dos
derivados do 4cido araquidénico (PGE2, PGD2, PGi2) e por aminas
simpatomimeticas (principaimente dopamina). Drogas que blogueiam a liberagdo
afou a agBo desses mediadores inibem a dor inflamatéria {Ferreira, 1985;
Lorenzetti & Ferreira, 1985, Nakamura & Ferreira, 1987). Em trabalhos recentes
foi demonsirado que além do efeito dirsto a nivel de nociceptores, a bradicinina
induz a hiperalgesia mediada pelo TNF-, que estimula a liberagdo das citocinas
hiperaigicas IL-1 e IL-8 (Ferreira et alii, 1993).



Alem dos fendmenos locais, na inflamacdo também ocorrem varias
alteragGes sistémicas chamadas de reagéo de fase aguda (Dinarello, 1983). Entre
essas alteragbes esta a resposta febril, da qual participam mediadores liberados
no sitio da lesBo inflamatéria que, & nivel central, alteram o centro
termorregulador hipotal@mico. As citocinas IL-1, TNF-a, IFN« e IL-6 causam
febre por mecanismos dependentes da sintesefliberagdo de prostagiandinas
(principalmente PGEj) efou de CRF (fator liberador de corticotrofinas) no
hipotalamo (Zampronio et alii, 1954). Por outro lado, existem citocinas que sdo
capazes de induzir febre por um mecanismo independente de prostaglandinas.
Entre efas podemos citar as monocinas MIP-1{proteina inflamatéria derivada de
macréfago-1; Kluger, 1991) e IL-8 (Zampronio et alii, 1994). As citocinas -1 @
i.-6 podem, ainda, agir diretamente sobre macrofagos induzindo a liberagdo de
ACTH, com subsequente produgdo de glicocorticéides, promovendo uma retro-
alimentagdo negativa, quer por inibicdo da expressao génica para sintese dessas
citocinas ou por inibigdoe da sintese de eicosandides (Bauhmann & Gauidie, 1994,
Zampronio et alii, 1994).

Qutra alteracio associada aos eventos sistémicos do processo inflamatdrio
é a elevacdo de niveis plasmaticos de uma série de proteinas, caracterizadas
como proteinas de fase aguda (citam-se: fibrinogénio, proteina-C-reativa,
componentes C3 e C5 do complemento e outras) (Bilinghan & Gordon, 1878).
Essa elevagio ocorre devido a uma atividade aumentada da sintese hepatica,
induzida por mediadores liberados de células do sistema mononuclear fagocitario
{Kampschimidt, 1980, Dinarellc, 1984),

Esses mediadores que alteram a expressdo génica de proteinas de fase
aguda, em hepatdcitos, pertencem a qualro grandes categorias: @ Tipo IL-1 {iL-1a
e IL-1B; TNF-« @ TNF-8);, @Tipo IL6 (IL-6, IL-11, LIF, oncostatina-M e fator
neurotréfico ciliar), @Glicocorticoides; @Fatores de Crescimento (insulina, fator
de crescimento de hepatdcitos, fator de crescimento de fibroblastos). As citocinas
agem como primeiros estimuladores da expressdo génica das proteinas de fase



aguda, enquanto os glicocorticdides e fatores de crescimento atuam como
moduladores das agles das citocinas (Bauhmann & Gauldie, 1994).

2.0 - Fendmenos Celulares da Resposta Inflamatéria

O mecanismo pelo qual o organismo se defende contra agentes lesivos e
repara o tecido danificado é a resposta inflamatoria celular. Quando a inflamagao
persiste pode ocorrer um estado patolégico {doenga) e, consequentemente, ser
deletério para 0 hospedeiro, sendo que a expressao clinica depende tanto do sitio
da les&o como da natureza da resposta inflamatdria celular (Broide,1991).

Muitas células envolvidas nessa resposta j@ estéo presentes nos tecidos,
tais como: células endoteliais, mastocitos, células mononucleares residentes etc.,
enquanto outras chegam ao foco inflamatério provenientes do sangue, como 08
leucocitos polimorfonucleares (neutrdfilos, eosindfilos, basdfilos) e as células
mononucleares {monécitos e linfdcitos). Também participam desse processo as
células do sistema linfatico (células sinoviais, células dendriticas e células
interdigitantes). Com participacao significante na inflamagéo e no reparo tecidual
tem-se, ainda, fibroblastos e plaquetas (Dale & Foreman, 1989).

A literatura tem mostrado que os macréfagos ndo sO participam da fase
cronica da reacio inflamatoria e da regulacdo da resposta imune, mas também do
desencadeamento & da modulagio de diversos eventos da fase aguda (Nathan,
1687, Unanue & Allen, 1987).

Tem sido descrito que macrdfagos residentes, no inicio da inflamagso,
funcionam como células de alarme, sinalizando a presenga de estimulos
injuriantes nos tecidos, liberando mediadores envolvidos em varias alteracdes,



&

entre elas, a hiperalgesia e febre, e mecanismos de defesa, tais como fagocitose,
migragéo de leucdcitos e resposta imunolégica (Ferreira, 1980).

Os macréfagos quando presentes nas cavidades corporais {pleura e
peritbnio) sdo chamados de macréfagos residentes, os quais tem um tempo de
vida relativamente longo, variando de meses a anos. Nos diferentes tecidos, eles
tém caracteristicas proprias, assim sao designados de maneiras diferentes, como
histiGcitos, células de Kupffer, microglia, osteoclastos e células sinoviais A {Van
Furth, 1882, Gordon, 19868). Nessas cavidades pode ocorrer repovoamento
decorrente da migrago de mondcitos do sangue periférico (Van Furth, 1988).
Além disso, a literatura mostra que na cavidade peritoneal, bago e linfonodo os
macrofagos podem se replicar localmente, bem como, recircular como os
linfacitos, migrando das cavidades para o sangue periférico e do sangue para os
érgaos linféides secundérios como o bago, linfonodo e drgdos linfoides
associados a mucosa (Gordon, 1886; Van Furth, 1988),

Diversos estimulos exdgenos podem alterar significativamente a produggo,
o recrutamento e a recirculagdo de macréfagos para os tecidos e cavidades
corporais. A injecio de algumas substancias ou de microorganismos pode indugzir
um grande influxc de células para o local injetado. Estes macréfagos foram
denominados de macréfagos elicitados ou inflamatdrios (Van Furth, 1978). Dentre
as diversas substancias que slicitam os macréfagos na cavidade peritoneal estdo:
Hipopolissacarideo ( LPS) de diversas bactérias, adjuvante de Freund completo &
incompleto, tioglicolato {Tg), fitohemagiutining, concanavalinag A e carrageninag
{Cg). Sabe-se, entretanto, que a atividade funcional destes macréfagos ndo é
igual e varia dependendo do agente inoculado {Raz et alli, 1877, Steeg et alli,
1882, Benbehani et alli, 1985; Vijayakumar et alli, 1889).

E bem conhecido que macréfagos sie células altamente secretdrias, tendo
sido descrito mais de cem produtos derivados de macréfagos incluindo enzimas,
inibidores enzimaticos, proteinas do sistema complemento, proteinas regulattrias
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tipo interleucina-1 (IL-1 « e B), interleucina-6 (iL-6), interleucina-8 (IL-8), Fator de
Necrose Tumoral (TNF-), interferon (IFN-et); fatores de estimulacdo de coldnia
para granuldcitos e macréfagos (CSF-G/M), horménio adrenocorticotrofico, além
de derivados do Acido aracdénico {Takemura & Werb, 1984; Werb et alli 1986:
Nathan, 1887). Grande parte dessas moléculas sdo importantes no processo
inflamatério, sendo que, a secrecdo de rmuitas delas depende do estado
metabolico do macréfago (Nathan, 1987). Um simples produto de macréfago pode
ter diversas atividades e, uma Unica atividade, pode refletir a agdo de varias
substancias secretadas por macréfagos (Bauhmann & Gauldie, 1994).

Experimentos realizados com IL-1 recombinante humano, mostraram que
€883 citocina causava migragdo de neutrdfifos para a cavidade peritoneal de
ratos, por um mecanismo indireto, via liberacdo de um fator quimiotaxico para
neutréfilo derivado de macréfagos residentes {(MNCF). O pré-tratamento dos
animais com glicocorticoides ou a deplecdo da populacdo de macrdfagos
peritoniais (por lavagem da cavidade peritoneal) aboliu a migracéo de neutréfilos
induzida pela injegéo intraperitonial de IL-1 (o e B) @ TNF {a & B), mas ndo afetou
a migragéo induzida pela injecdo de MNCF (obtida de monocamadas de
macréfagos estimulados com LPS). Estes resultados indicaram que ¢ mecanismo
quimiotéxico dessas citocinas era indireto e provavelmente dependente da
liberagdo de um fator quimiotdxico para neutrdfilos por células peritoniais
rasidentes (Faccioli et alii, 1980).

Os neutrofilos sdo ceélulas predominantas no inicio da maioria das reacles
inflamatdrias. Com o desenvolvimento do processo, surgem progressivamente
outros tipos celulares. Acredita-se atualmente, que a demora no aparecimento
dos macrofagos seia devido ao fato dos mondcitos {macrofagos circulantes)
necessitarem de maior tempo para migrarem do que os neutrdfilos (Issekutz &
L.opes, 1893).



S&o varias as substancias que induzem migracdo de leucdcitos recrutando-
os da microcirculacdo para 0 espago extravascular, por aumentar a adesdo
destas células & parede do endotélio. Uma vez aderidos, 08 leucdcitos passam
por entre as juncdes das células endoteliais (diapedese), deslocando-se através
da membrana basal do vaso, até atingirem o foco de lesdo (Harkness,1981 ).
Essas substéncias que induzem migragdo sdo chamadas de fatores
quimiotaxicos. Esses fatores podem ser liberados pelas células quando
astimuladas {p. ex. no processo inflamatéric) sendo considerados como fatores
endogencs, entre os mais importantes temos: IL-1, IL-8, TNF, LTB4, IFN,
linfocinas, CSa, peptideos liberados por macréfagos e outros (Smith et alli, 1980;
Ming et alii, 1987, Cybuisky et alii,19886; Ribeiro et alii, 1990; Faccioli et alii, 1990:
Ribeiro et alii,1991). Os fatores quimiotaxicos também podem induzir migragdo
indiretamente através da liberacdo elou ativagdo dos fatores quimiotéxicos
endégenos. Entre estes estfio os chamados fatores exdgenos (Carragenina,
Tioglicolato, Endotoxinas bacterianas, comoe o LPS). O peptideo N-Formil-L-
Metionil-L-Leucil-L-Fenilalanina (FMLP), embora seja um fator exégeno, é capaz
de agir diretamente no neutrdfilo, ativando seus mecanismos de aderéncia e
locomogdo (Cunha et alii 1988, Souza et alii, 1988; Sedwick & Willoughby, 1989;
Wilkinson, 1989).

Tém-se demonstrado que a adesdo de leucdcitos & parede do endotélio
vascular envolve uma série de processos complexos de interacdes especificas
anmtre moildculas de adesido complementares, presentes nos leucdcitos e nas
superficies das células endoteliais (Harlan, 1985, Bevilacqua et alii, 1989; Osbom,
1980; Mackay & imhof, 1993).

Uma classificacdo recente das moléculas de ades8o quanto a sua estrutura
molecular compreende um conjunto de trés diferentes familias de acordo com
suas homologias estruturais: @ a familia das selectinas; @ a familia das
integrinas & @ a superfamilia das imunoglobulinas (Cronstein & Weissman, 1993).



Destacam-se na familia das selectinas: a L-selectina, a E-selectina (ELAM-
1. Endothelial Leukocyte Adhesion Molecule-1) e a P-selectina/GMP 140. A L-
selectina é constitutivamente expressa por todos os leucocitos e células da
medula ¢ssea, desaparece dos leuchcitos assim que se inicia a adesdo firme
destes ao endotélio. A ELAM-1 é expressa somente pelas células endoteliais,
horas apds ativaggo com LPS, TNF ou IL-1. Desaparece dentro de um periodo de
24 horas apds a ativagiio e determina a adesio de mondcitos e neutrdfilos ao
endotélio. A P-selectina se expressa principalmente em células endoteliais
minutos apbs ativacio com trombing, histamina e substancia P, & nas plaquetas
apos estimulo trombdtico. As citocinas ndo induzem sua expressio. Geralmente
as selectinas se ligam & carboidratos contendo acido sidlico, como sialil LewisX
{sLex). As selectinas P e E do endotélio podem se ligar a carboidratos contendo
sLex ligado a L-selectina dos leucocitos {Carlos & Harlan, 1990, McEver, 1991,
McEver,1992; Mackay & imhof, 1993).

As integrinas sAo glicoproteinas heterodiméricas constituidas de duas
cadeias, « e B, associadas. Participam da interaggo do neutrdfilo com o endotétio
s também da ligag8o de receptores da superficie de neutréfilos na estrutura da
fibronectina {Smith et alii, 1988; Brown & Goodwin, 1988.). As integrinas sao
divididas em trés subfamilias principais: B4, B2 e B3. As B2 s&o exclusivas de
lsuchcitos e tém um importante papel na sua interagio com o endotélic. Na
subfamilia B1 existe a integrina VLA (Very Late Antigen-4), importante na
interacdo leucdcito-endotélio, principalmente para linfécitos e mondcitos (Hynes,
1987; Smith et alii, 1988; Hogg, 1989; Osbom, 1890; Carlos & Harlan, 1590). Essas
sub-familias também estdo envolvidas na adesdo dos leuctcitos as células
endoteliais, através da interacio com moléculas pertencentes a superfamilia das

imunoglobulinas (Smith et alii, 1988),

A importancia fisiolégica das integrinas na mediacdo da adesao entre
neutréfilos e endotélio foi demonstrada em individuos que apresentam sindrome
de deficiéneia de adesdo de leuctcitos, nos quais a expressdo dessas
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glicoproteinas na superficie dos neutréfilos & anormal, alterando a adesdo e a
migracdo desses leucdcitos (Mackay & Imhof, 1993), ocasionando nestes
individuos uma maior susceptibilidade.a infecgbes.

Constituindo a superfamilia das imunogiobulinas tem-se as ICAMs
{interceliular Adhesion Molecules), as VCAMs (Vascular Cell Adhesion Molecules)
& as PECAMs (Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecules), sendo que ICAM-1,
ICAM -2 e VCAM-1 530 expressas no endotélic @ em outros tipos celulares como
os fibroblastos. A ICAM-3 é encontrada principaimente nos linfécitos-T, mondcitos
¢ neulrGlilos e sua expressdo & aumentada por mitdgenos, sugerindo um
envolvimento na resposta imune. A ICAM-1 pode ser induzida por IFN-y, IL-1, TNF
e LPS. A expressdo de ICAM-2 n3o é aumentada por citocinas. Encontra-se
VCAM-1 no endotélio, que é induzida pelos mesmos mediadores que induzem
ICAM-1, sendo que sua expressdo basal € menor do que ICAM-1 (Staunton et alii,
1990; McEver, 1992).

Utilizando-se véarias condigfes experimentais concluiu-se que 0s diversos
eventos envolvidos na migragdo celular seguem basicamente os seguintes

pPassos:

1°- deslizamento (rolling) dos leucdciios pela parede do vaso, através de
interagdes de baixa afinidade sntre leucdcitos e células endoteliais, envoivendo a
express@o de moléculas de adesdo endotelial (selectinas e integrinas), induzida

por diversas citocinas;
2°- ativagdo dos leucocitos por acao de agentes quimictaxicos ou integrinas;

3°- adesdo de alta afinidade devido a mudanca conformacional do leuctcito por
acao das integrinas,
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4°_~ migragdo dos leucdcitos do limem vascular para o espaco extravascular
(Smith et alii 1988, Bevilacqua et alii, 1989; Smith et alii, 1991; Mackay & Imhof,
1993).

O aparecimento dos diferentes tipos celulares no local da inflamacéo pode
ser devido, em parte, & modulago gradativa da expressdo das moléculas de
ades@o ao longe do tempo. Por exemplo, 0 aumento da expressao de ICAM-1 e
VCAM-1 apos a expresséo de ELAM-1, tornaria o endotélio menos adesivo para
neutréfilos e mais adesivo para mondcitos e linfocitos. Nessa situac@o, as células
endoteliais efou macréfagos residentes liberariam citocinas quimiotaticas, tais
como, proteina quimiotatica para mondcitos (MCP-1) e iL-8, que atuariam,
respectivamente, sobre mondcitos e linfocitos, desencadeando a migracéo,
explicando dessa forma o surgimento tardio das células mononucleares no foco
da inflamac&o (Cronstein & Weissman, 1993).

3.0 - Estresse, Depressio e Resposta Inflamatoéria

O termo estresse tem sido usado de maneira vaga e indiscriminada para
caracterizar situagfes de desvio da normalidade, as vezes referindo-se ao
conjuntn de reacles de um individuo, as vezes a condices (por exemplo,
estresse fisico, quimico ou psicossocial) determinante de tais reacgBes. Neste
trabatho o termo € utilizado para significar 0 conjunto de reagbes do individuo em
resposta a um estimulo, quer seja fisico, quimico ou psicossocial, no sentido de
restabelecer ssu equilibrio fisiolégico (homeostase}.

Tem sido demonstrado que a natureza e{ou) intensidade do estimulo
gstressor, assim como as caracteristicas bioldgicas e psicossociais do individuo,
podem determinar um padrdo especifico de reagdo (Stein st alii, 1985). Os
autores citam, por exempio, que estimulos como falar em pGblico ou exercicio



12

fisico produzem, ambos, aumentos nas concentracles plasmaticas de
noradrenalina e adrenalina. No entanto, a concentragio de noradrenalina é maior
do que a de adrenalina no exercicio, enquanto que a de adrenalina & muito maior
durante a experiéncia de falar em publico. Outro exemplo, a resposta de producio
de anticorpos, em ratos, é diferente, dependendo do sexo do animal (Stein et alii,
19835). Entretanto, a resposta a estimulos estressores pode envolver vérias etapas
finais comuns, inciuindo aumento da secrecdc adrenocortical, com liberagéo de
glicocortictides (GCs), e ativagdo do sistema nervoso simpatico {terminagbes
nervosas periféricas e medula da adrenal), com lberagdo de catecolaminas
(Chrousos, 1985).

A liberagdo de corticbides da cortex adrenal é estimulada pelo ACTH
(horménio adrenocorticotréfice). Este, por sua vez, é liberado pela agdo do fator
liberador de corticotrofina (CRF), o principal regulador fisiolégico de sua secregdo
e de opibdides endbgenos e outros derivados peptidicos da hipdfise anterior
{(Dantzer & Kelley, 1989, Panerai, 1992). O CRF & ¢ mediador quimico
predominante pelo qual o SNC controla a atividade do eixo hipéfise-adrenal,
sendo o responsdvel pela orquestragdo da resposta endderina no estresse (Shavit
et aiii, 1990). Muitos autores sugerem fortemente que o CRF ndo integra somente
respostas endécrinas mas também autondmicas, imunoldgicas e comportamentais
nos organismos mamiferos durante o estresse. Neurbnios liberadores de CRF
inervam neurdnics noradrenérgicas centrais e vice-versa (Chrousos, 1995). Uma
atividade neuronai liberadora de CRF inapropriada pode manifestar-se como
diversos disturbios psiquidtricos, incluindo desordens afetivas, ansiedade e
anorexia nervosa, além de doengas neuroldgicas como a doenca de Alzheimer
{Owens & Nemeroff, 1981). Recentemente, tem sido demonstrado que o CRF esta
envolvido, também, na resposta febril, um importante sinal sistémico de reagbes
inflamatorias. Zampronio e colaboradores (1984) mostraram que a atividade
pirogénica da IL-8 dependia da liberagfo de CRF, pois a febre induzida por esta
citocina podia ser bloqueada por um antagonista especifico, o CRF; . 4 em a-
hélice. Sugeriu-se que essa atividade era independente da liberagdo de
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prostagiandinas e estava associada com a estimulagdo simpatica e aumentos na
taxa metabdlica e na termogénese em tecido adiposo marrom {Rothwell, 1990;
Zampronio et alii, 1994),

Durante anos acumularam-se muitas svidéncias mostrando que o SNC
interage com o sistema imune e pode modular a atividade de varios de seus
elementos. Essa intersecgo entre estes dois sistemas esta comumente envolvida
na regulagéo da defesa do hospedeiro. Muito do interesse envolvendo o CRF e o
sistema imune resuitou de longas observagdes de que no estresse ocorre, na
maioria da vezes, depressdo da resposta imune, celular e humoral, tanto em
animais como em seres humanos (Owens & Nemeroff, 1991).

A administragdo central de CRF diminui a citotoxicidade das células natural
killer (NK), sendo este efeito bloqueado pela administracdo central de seu
antagonista competitivo, 0 CRF;. 4 de o hélice (irwin et alli, 1987). Esta acgsio foi
observada logo aos 10 minutos apds a injegdio e persistiu por cerca de 60
minutos. No entanto, a concentragdio de corticosterona plasmaética permaneceu
elevada por algum tempo, Isto sugeriu que esta ag¢do ndo era mediada por GCs.
Além disso, essa reducdo na atividade das células NK foi também observada
apos a indugdo de estresse por chogue elétrico na pata de animais, podendo ser
bioqueada por administragdo central de antisoro anti-CRF (Shavit, 1990; Owens &
Nemeroff, 1991). Além dos efeitos sobre o SNC, foi demonstrado que o CRF era
Capaz de inibir as alteragles vasculares de reagdes inflamatdrias de origem
neurogénica ou causada por estimulo térmico, por um mecanismo independents
de ACTH, b-endorfina ou glicocorticdide, sugerindo-se uma agio direta sobre
céiulas endoteliais (Owens & Nemeroff, 1991)

Smith e colaboradores (1986) reportaram que o CRF estimula a liberagfo
-de ACTH e B-endorfinas de leuctcitos. Este efeito foi bloqusado pelo
ghicocertictide sintético dexametasona, sugerindo que o CRF e o gene da pré-
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opiomelanocortina  podem ser expressos em leucécitos (Smith et alii, 1986;
Owens & Nemeroff, 1991).

Esses resultados, em conjunto, sugerem uma possivel agdo periférica para
CRF, ACTH e opidides enddgenos, com papel modulador local de reacdes
inflamatdrias e imunes.

As reagbes inflamatdrias sdo profundamente afetadas tanto por fibras
simpaticas aferentes como por fibras eferentes e pela giéndﬁia adrenal
{Chrousos, 1985). A inflamacdo pode ser entendida, também, como um estimulo
estressor. Ha muito se sabia que na vigéncia de um processo inflamatdrio prévio,
o desenvolvimento de outro, posterior, era bastante afetado. Em um dos trabalhos
pioneiros, realizados em nosso Pais, demonstrou-se que a administracéo prévia
{2,5 h de antecedéncia) de carragenina em uma das patas traseiras de ratos
inibia marcadamente a reagdo inflamatdria induzida pela injecdo do mesmo
astimulo na pata contra-lateral. Esta atenuacdo néo foi observada em animais
adrenalectomizados (Garcia-Leme & Shapoval, 1975), sugerindo que um aumento
na concentracdo endégena de GCs e{ou) catecolaminas, teria um papel
modulador sobre o desenvolvimento do processo inflamatdrio (Garcia-Leme,
1985).

{3 mesmo raciocinio pode ser ampliado para o controle da resposta imune.
A iL-1 quando liberada por macrofagos estimula a sintese de 1L-2 em linfocitos. A
iL-2 se liga a linfocitos T e estimula a proliferagao celular. Os GCs inibem a
produgdo de iL-1 e, tambeéem, de l-2. A supressdo destes dois fatores
representam duas vias pelas quais 0os GCs podem inibir a proliferagéo e expanséo
cional de linfécitos, modulando a intensidade da resposta imune (Munck et alii,
1984).

O papel dos GCs na resposta inflamatoria é exiremamente complexo e ndo
totaimente entendido (Blalock et alii, 1985, Derik & Berkenbosch, 1991}, Ssu
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efeito  antiinflamatério estd relacionads a sua capacidade de afetar o
desenvolvimento de eventos vasculares e celulares da reacdo inflamatdria,
alterando tanto a produgéo e liberagéio de mediadores especificos da inflamacéo,
comoe a fungdo de células responsaveis pelo desenvolvimento de uma resposta
adequada (Chrousos, 1995). Entre os vérios mecanismos propostos, além da
capacidade de induzir a liberagdo de lipocortings, estdo as alteracées dos niveis
de nucleotideos ciclicos intracelulares, da fluidez da membrana e da
permeabilidade de canais idnicos, eventos que ocorrem precocemente para que
ccorra sintese de proteinas de novo e que podem diretamente afetar a resposta
celular (Goldstein et alii, 1992).

Atualmente um crescente nimero de evidéncias indicam gue cerios
estressores psicoldgicos, como doengas graves em familiares, separa¢io entre
casais, luto e doengas psiquidtricas, como a depressao, podem estar associados
ao desenvolvimento #(ou) progresséo de doengas fisicas (Stein, 1989). A maioria
dos trabathos mostra que nessas condigdes tanto a resposta imune celular como
humoral est@o reduzidas, sugerindo uma forte agdo do SNC sobre o sisterna
imune (Calabrese et alii, 1987; Stein, 1989 Weiss et alii, 1989). Mais
interessante, ainda, é a possibilidade de que mediadores derivados de células do
sistema imune, principalmente macréfagos, possam estar envolvidos na
génese/manutengo de desordens afetivas, principalmente, na depresséo (Smith,
1991a,b). A sugestdo de que a secregdo excessiva de monacinas, tais como i1,
iFN-« e TNF-x , seria causadora de depressdo, é baseada em algumas
observagdes, tais como: 1) voluntérios normais apresentam sinais e sintomas de
depress@o maior apds administragfio dessas citocinas; 2) IL-1 desencadeia as
alteragBes hormonais observadas na depressfio; 3) doengas ou intercorréncias
nas quais sabidamente macréfagos desempenham um papel fundamental, como
em varios casos de cancer, sdo acompanhadas de altas taxas de depressdo; 4) a
terapia com antidepressivos triciclicos é capaz de normalizar a concentracdo e os
ciclos hormonais em pacientes deprimidos; 5) o tratamento profilatico com
carbonato de litio ndo apenas previne ¢ aparecimento da depressdo como

’; WML AR :
D EmRMOOYESA egwrsay

L




i6

estimula o sistema imune e 6) células microgliais podem secretar citocinas {Smith,
1991a,b).

A busca de modelos animais para um melhor entendimento da interrelagéo
entre alteragbes psicologicas e{ou) doengas psiquiatricas e os sistemas de defesa
do organismo fem sido bastante estimulada.

Ja foi reportado que fatores estressores incontrolaveis produzem altos
niveis de corticosterdides circulantes, muito mais do que estressores controlaveis
{Landenslager et alii, 1983; Restak 1989), embora existam dados contraditérios
mostrando que animais submetidos cronicamente a situagGes estressoras (segdes
de chogues escapéveis e inescapdveis, por 4 dias consecutivos) falharam em
mostrar diferencas na reatividade do eixo hipotélamo-hipdfise-adrenal (niveis de
corticosterona e ACTH plasmaticos) e do sistema imune (respostas imunes
numoral @ mediadas por células). A possibilidade de que ocorreu uma adaptagdo
do eixo HHA e do sistema imune & repetidos estimulos estressores, pode ser
considerado neste caso, pois as consequéncias fisioldgicas e comportamentais ao
estimulo estressor dependem de uma interrelagéo entre 0 ambiente e fatores
individuais (Sandi et alii, 1992).

Outras observacdes reforgaram o papel modulador da adrenal sobre o
desenvolvimento de reagles inflamatérias de origem imune ou ndo. Foi
observado que macréfagos peritoneais obtidos de animais adrenalectomizados
liberam concentragfes maiores de mediadores pro-inflamatorios, tais como, IL-1 e
PGE,, que agueles obtidos de animais falso-operados (Perreti et alli, 1989),
Animais adrenalectomizados também apresentaram concentragfes de PGFy,,
TxB,e LTB, cerca de 2 a 4 vezes maiores que a de seus controles (Flower et alli,
1586, Boschetio et alli, 1993). Além desse efeito sobre a sintese e liberagéo de
mediadores inflamatérios foi demonsirado que as alteragdes vasculares em
resposta a8 administragdo de PAF (fator de agregacdo plaguetaria), por exemplo,
gstavam potenciadas em animais submetidos a adrenalectomia (Boschetto et alii
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1993). Resposta semethante a adrenalectomia foram obtidas pelo tratamento de
animais com RU 486, um antagonista competitivo dos GCs (Laue et alii, 1988).

Em resposta a inje¢80 de carrageninag, tanto na cavidade peritoneal como
na pleural, animais adrenalectomizados apresentam uma resposta de migracio
de neutrdfilos e de aumento da permeabilidade vascular potenciada, em relag@o
aos animais falso-operados {controles). A reposigdo, em niveis fisioldgicos, de
GCs restabelece 0o padrdo normal de resposta, enquantd que a sua
administrag8o, em doses farmacoldgicas, blogueia a reagdo inflamatdria aguda
por inibir tanto a migracéo de neutrdfilos como a sintese de ecosandides {Flower
at alli, 1986, Laue et alli, 1988). Paradoxaimente, tem sido demonstrado que a
resposta migratéria de mondcifos para a cavidade perntoneal induzida por
carragenina ou  tioglicolato € significativamente reduzida em  animais
adrenalectomizados. Essa inibigdo foi revertida pelo tratamento de reposigéo de
GCs (Heluy Neto, 1994). No entanto, a maioria das evidéncias sugere que a
terapia com GCs inibe tanto a migracdo para o foco de les@o como a atividade

citotdxica de células fagociticas {Goldstein et alii, 1892}

Entre os muitos mecanismos inibitdrios dos GCs atribui-se pape! destacado
a inibigdo da produgao de sicosandides, por indugio da sintese de uma familia de
proteinas chamadas lipocortinas, pertencentes a uma superfamilia de proteinas
dependentes de calcio, as chamadas anexinas (Flower, 1988, Peers et alii, 1983}
Essas proteinas possuem atividade antifosfolipase A, reduzindo, assim, a
hiossintese de eicosandides (prostaglandinas e leucotrienos) e PAF
(Fiower,1990). Entretanto, a administracdo de lipocortina purificada, embora
capaz de inibir 0 edema de pata de rato induzido por carragenina, ndo foi capaz
de alterar a resposta edematogénica da dextrana. Por outro lado, o tratamento
com GCs era efetivo em ambos 0s modelos de inflamacso. Assim, a inducdo da
formacao de lipocortinas ndo é a Unica agdo antiinflamatdria dos GCs (Goldstein
ot alii, 1992).
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Outro efeito dos GCs & a inibigdo da liberagdo efou da acfio de citocinas
pré-inflamatorias, como IL-1, IL-6, IL-8 e TNF (Blalock et alii, 1985; Waage et alii,
1990). Essas citocinas estdo envolvidas em varias etapas da reacdo inflamatoria,
incluindo alteragdes vasculares, quimiotaxia de leucocitos, febre, dor e sintesef
liberac8io de proteinas de fase aguda (Ribeiro et alii, 1981; Ferreira et alii, 1993;
Bauhmann & Gauldie, 1994; Zampronio et alii, 1994).

Varias citocinas pro-inflamatérias, especialmente 1L-1 e IL-6, podem ativar
o eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal. A IL-1 estimula a secrecdo de ACTH pela
glandula hipofiséria anterior, por agir diretamente sobre a glandula ou por
estimular a liberagdo de CRF de células hipotaléamicas (Lumpkin, 1987;
Cunningham & De Souza, 1993). A neurosecregdo de CRF é estimulada pela
injecéo sistémica de IL-1 e IL-2, mas ndo por TNF-o ou IFN-y (Owens & Nemeroff,
1991). Dessa forma, pode ser estabelecida uma alga de controle negativo:
estimulo inflamatério, secrecdo de IL-1, secregBo de CRF/ACTH, liberacdo de
GCs, inibicdo da secregao de IL-1(e outras citocinas) e da progressdo da resposta

inflamaldria.

A maioria dos trabalhos realizados com animais de experimentacdo, para
demonstrar o efeito do estresse sobre a resposta imune, uliliza um protocolo
envolvendo exposigdo do animal a situagles estressoras tais como, choques
escapaveis e inescapaveis (Laudensiager et alii, 1983, Weiss et alii, 1989; Amat
et alii, 1993), natagdo forcada (teste de Porsolt); (Peeters & Broekkamp, 1994),
substancias de sabor aversivo (Peeters & Broekkamp, 1894) e ruidos de aita
intensidade (Laudensiager et alii, 1983}, em roedores, e separac¢do de mie e
filhote ou de casais, realizados com macacos (Laudensiager &t alii, 1983; Willner,
19803, O resultado mais comum € que a exposicdo aguda a essas diversas
situaghes esiressoras causa imunussupressio. Avalia-se, predominantements,
em um protocolo ex vivo, citotoxicidade e proliferacdo de linfdcitos; variagSes de
contagens, fagocitose e citotoxicidade de neutrGfilos; produgdo de citocinas,
principaimente IL-1 e interferons, e de anticorpos; distribuicdo de células T-heiper
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e razdo helper/supressor (Weiss et alii, 1989). Entretanto, existem resultados
mostrando aumento ou supressdo da resposta blastogénica de linfécitos a
concanavalina A, dependendo da intensidade e do tempo de exposicdo ao
estimulo estressor (Amat et alii, 1993). Uma importante questo é s3o as
alteragles celulares do sistema imune encontradas in vitro, indicadoras de
alteracfes na suceptibilidade dos organismos a doencas? Relativamente poucos
estudos envolvendo a resposta imune ¢ o desenvolvimento de doengas, in vivo,
existem. Amat e colaboradores demonstraram que a resposta produiora de
anticorpos a um antigeno estava deprimida, enquanto que reacdo de rejeicdo a
células do carcinoma de Walker estava aumentada em ratos submetidos ao
choque intermitente das patas por 4 dias concecutivos (Amat et alii, 1983
Portanto, o mesmo estimuio estressor pode afetar diferentemente a imunidade

humoral e celular.

Diversos trabalthos vem tentando explicar a interagdo neuroimune. Um
desses trabalthos se baseou na observagdc dos efeitos benéficos da aplicagdo de
luz artificial na depress@o, sugerindo uma possivel participagdo da glandula
pineal. Esta gléndula capta informagdes basicas do ambiente (luz, temperatura) e
as fransmile em sinais que modulam alguns mecanismos neuroendécrinos,
seguido pela sintese e secregdo de melatonina. Este processe segue o ritmo
circadiano, pois na maioria dos animais a melatonina é sintetizada e liberada nas
horas de escuro (durante a noite), portanto alteracdes neste ritmo sdo associadas
a disturbios do sono, ansiedade e depress@o (Restak, 1989). Além disto,
desordens afetivas e psicoldgicas que exibemn uma maior incidéncia de infecgdes,
cancer e imunossupressdo estdo relacionadas com baixos niveis de melatonina.
G aumento de secregdo de corticosterdides, observado no estresse e na
depressdo, inibe a sintese de melatonina (Restak, 1989). Portanto, a secregioc de
corticosterdides tem sido considerado um mecanismo de modulacdo da imunidade
induzido por fatores estressantes e por doengas (Stein, 1989).
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A regulacdio da fungdo imune em resposta ao estresse, no entanto, pode
ndo ser limitada ao efeito modulador por corticosterdides ou outros mediadores
derivados da adrenal. Experimentos realizados com animais adrenalectomizados
demonstram que a linfopenia induzida por estimulo estressor foi dependente da
adrenal, enquanto que a estimulago de linfécitos foi independente. Fstes
achados indicam que a medulagdo da imunidade no estresse & um fendmeno
complexo envolvendo alguns, se ndo multiplos, mecanismos. Alteracdes nos
niveis de horménios da tiredide, pineal, hormdnio de crescimento, opidides
enddgenocs e esterdides sexuais tém sido associadas ao estresse e envolvidos na
modulagao da funcio imune (Stein, 1989; Parker et alii, 1992).

A incapacidade do estresse em adaptar-se ao estimulo inicial e manter a
homeostase pode ser o divisor de aguas entre 0s estados de normalidade e do
aparecimento de doengas fisicas ou mentais, incluindo a depressdo (Biondi &
Pancheri, 1991, Smith, 1981a,b). A depress8o esta associada a ativagdo do eixo
HHA. Elevagdo persistente na concentracdo plasmatica de cortisol, néo
responsiva ao controle negativo da administragéo de dexametasona, tem sido
encontrado em pacientes severamentse deprimidos (Tecoma & Huey, 1985). Uma
correlacdo  positiva entre  concentragio elevada de cortisol, depresséo e
imunossupresséo tem sido sugerida {Tecoma & Huey, 1985, Smith, 1991ab).
Além disso, tem side demonstrado que drogas ulilizadas no tratamento e
prevencdo da depressao sdo, também, imunoestimuladoras e normalizam os
desvios nas concentragdes hormonais, incluindo corticdides (Smith, 1991b).

3.1 - MODELO DE DEPRESSAQ EXPERIMENTAL

Nos ditimos 20 anos tem-se expandido muito a procura por modelos
animais para o estudo de doencas mentais, em especial da depressdo. Os
primeiros estudos realizados na busca de um modelo experimental para a
depressdo envolviam modelos farmacolégicos que se baseavam em interagles
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entre antidepressivos e drogas que induziam a uma sintomatologia semethante a
depressao.

Porém, ja na década de 70 e inicic da década de 80, alguns trabalhos
condenavam a validade dos modelos farmacoldgicos no estudo da depressado. Por
axemplo, os modelos ndo identificavam novas drogas antidepressivas que
diferiam esfruturalmente dos antidepressivos triciclicos e inibidores da
monoamina-oxidase (IMAQ), dentre estas drogas estava o trazodone (Silvestrini,
1982},

A suspeita de que condigbes ambientais seriam um fator precipitante nas
depressdes endbgenas (Lloyd, 1980) fez com que o0s pesquisadores
direcionassem seus estudos para modelos animais ndo estruturados no uso de
drogas (Anisman & Zacharko, 1982).

Apartir desse momento, a psicologia experimental passou a ter um papel
importante no desenvolvimento de modelos animais de depressdo pois se
buscava, a nivel experimental, modificagbes no ambiente que induzissem sinais
ou sintomas e alteragdes bioquimicas efou comportamentais nos animais,

semelhantes aquelas causadas pela depressio endogena em humanos.

Anadiises criteriosas dos modelos experimentais verificaram que o modelo
de Desamparo Aprendido, utilizado neste trabalho, era potencialmente util,
preenchendo os critérios para um modelo animal de indugdo da depresséo
(Seligman, 1975; Wiliner, 1990). 0O modeic consiste basicamente em se instalar
no animal uma ndo contingéncia entre seu comportamento e o término do
estimulo aversivo. Acredita-se que o desamparo acarreta um déficit motivacional,
cognitivo e emocional no animal (Seligman, 1975). Este efeito se mantém por ate
uma semana apds a sessio de choques (Seligman, 1975, Wiliner, 1986). Foram
descritos os seguintes aspectos para caracterizar o Desamparo Aprendido em
animais (Weiss et alii, 1982). © Desempenho fraco em tarefas que requer
comportamento ativo, @Diminuigdo no consumo de alimentos e agua; QPerda de
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peso, @Perda de comportamentos habituais como “limpeza” e “brincadeiras”; ©
Alteracdes nas fases do sono.

Esses aspectos observados em animais submetidos ac Desamparo
Aprendide apresentam estreita correspondéncia com a sintomatologia de
pacientes humanos com depressdo endbgena ( ver tabela 1, Diagnostic and
Statistical Manual of Psychiatric Disorders, 1980; Willner, 1988), entre eles a
elevagdo dos niveis séricos de corticosterdides neste modelo (Nelson & Charney,
1981). Além disso, muitos trabalhos comprovam a sensibilidade do modelo aos
tratamentos clinicamente eficazes nos casos de depressio (Willner, 1986;
Wiliner, 1980},

Tabela 1: Comparagdo enire a sintomatologia de pacientes com depressdo
enddgena e os efeitos observados em animais apds a indug8o da depresséo
experimental pelo método do Desamparo Aprendido.

PACIENTE DEPRIMIDO DESAMPARO APRENDIDO

1- Alteragdes psicomotoras &/ ou menor | 1- Diminuico do rendimento em tarefas
energia ou cansago que requerem comportamento ativo

- indeciso & diminuicdo da
capacidade de pensar (pensamento
lento}

- Inadequacao de sentimentos (auto-
astima haixa)

2- AlteracOes do apetite 2- Diminuicas no consumo de Agua e
alimentos
3~ AlteragGes de peso 3- Perda de peso

4- Drastica reducdo no interesse das 4- Diminuicdo no comportamento
atividades do dia-a-dia agressivo & de rivalidade

- Diminuig@o do comportamento normal
como “brincadeiras” e “limpeza’

5- AlteragBes no padrio de sono 5- Alteracfes no padrao de sono

6- Responsividade ao tratamento com | 6- Responsividade ao tratamento com
drogas antidepressivas drogas antidepressivas
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Apesar do estabelecimento do modelo de depressdc e de um numero
relativamente grande na literatura de trabalhos mostrando o efeito sobre a
resposta imune, in vitro, e o potencial envolvimento de citocinas no controle do
sistema neuro-enddcrino-imune, pouco se sabe ainda sobre os efeitos da
depressao e seu tratamento sobre a resposta inflamatéria aguda inespecifica, in
ViVO.

3.2 - CLORETO DE LiTIO E RESPOSTA INFLAMATORIA

0 litio € a droga de escolha para tratamento da desordem bipolar {mania e
depressfo), sendo também Ut em outras doengas psiquidtricas ou ndo. Suas
acles a nivel de SNC ainda néo sdo bem conhecidas, mas sabe-se que a nivel
celular hé envolvimento do sistema de segundos mensageiros (fosfoinositol e
adenilato ciclase), hormdnios e neurotransmissores (Klemfuss, 1982).

O litio € o 3° elemento da tabela peribdica dos metais alcalinos, como o
sOdip, 0 potassio, o rubidio e o césio. E naturalmente encontrado na agua do mar
(0,03 mM) e nos tecidos de mamiferos em concentragbes que variam de 0,001 2
0,01 mM, dependendo da concentragdo de litio na alimentagdc e na agua.
Estudos nos gquais animais tem sido restringidos de litio na dieta, indicam que ele
pode ser um elemeto essencial no metabolismo celular (Anke et alli, 1991).

Administrado oralmente na forma de sal {cloreto, carbonats), o fitio € rapida
e completamente absorvido no trato gastrointestinal na forma de ion, atingindo um
pico, no plasma sanguineo, em 3 horas, em homens e animais experimentais, Ele
se distribui lentaments para outres tecidos, atingindo niveis maximos no fluido
cérebro-espinhal no homem de 6 a 8 horas apés a administragéo oral (Klemfuss,
1993).
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Alguns autores citam os efeitos do litio na estimulagiic de ceélulas
sanguineas brancas, sugerindo que ele pode ter alguma importancia no
tratamento de desordens hematoldgicas por aumentar a granulopoiese e assim
induzir neutrofilia {Shuit & Krebs, 1982; Prakash, 1985). 830 sugeridos dois
mecanismos: uma agdo direta sobre células pluripotentes ou uma inibigdo da
atividade de linfocitos-T supressores sobre a hematopoiese {Barr & Gaibraith,
1983},

Ha evidéncias de que um possivel mecanismo de aumento de
granulopoiese, induzida por terapia com litio, esteja relacionado com aumento na
producéo de fator estimulador de colénia de granuidcitos & mondcitos na medula
Gssea, tanto in vitro como in vivo, efeito este, dose-dependente (Tisman et allj,
1973; Bille et alli, 1975; Anderson et alli, 1982). Por outro lado, o litio pode inibir a
gritropoiese {Prakash, 1981},

Existern relatos de casos de anemia em paciente sob terapia com litio,
demonstrando que este pode estar inibindo a eritropoiese. Em alguns pacientes, a
anemia megaloblastica, devido a deficiéncia de folato, parece estar claramente
relacionada com a terapia com litio (Prakash et alli, 1981).

O efeito mais caracteristico do litic nas células brancas do sangue é 0
aumento de neutréfilos, sendo menos uniforme no numero de eosindfilos,
mondcitos e linfocitos, podendo estes estarem diminuidos, aumentados ou
permanecer inalterados {Prakash, 1985). Alguns autores tem descrito que esses
achados ndo sdo obsarvados clinicamente em humanoes (Prakash, 1885), outros
suportam esses efeitos com resultados clinicos em que a terapia com litio
blogueia a neutropenia induzida por agentes quimicterapicos administrados a
pacientes com cancer {Lyman et alli, 1881; Richman et alli, 1584).

Um mecanismo proposts para o aumento da granulocitose peio 1itio € por
aumentar 2 transcricdo de RNAm para TNFa, com decorrente aumento na
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producdo & secreclo de TNFa por mondcitos, sendo que o TNFa pode estimular
células endoteliais a produzirem fator estimulador de coldnias de granulocitos e
monécitos {CSF-G/M) (Kleinerman et alli, 1989).

Outros estudos sugerem que o litio pode estimular diretamente a funcio de
leucéeitos, especiaimente a motilidade de neutrdfilos e a transformacdo de
linfacitos induzida por mitdgenos (Anderson et alli, 1882). O litio também age
reduzindo os niveis elevados de AMPc intracelular, levando a normalidade de
locomocdio dos leucdcitos polimorfonucteares; isto porque, quando os niveis de
AMPc estic aumentados ocorre uma deficiéncia na locomogdo normal de
leuchcitos polimorfonucleares. Células normais tratadas com litio ndo tiveram sua
motilidade afetada (Anderson et alli, 1982).

Friedenberg & Marx (1980), descreveram que o litio causa aumento no
namero de leucdcitos mas diminui sua capacidade bactericida. O mecanismo do
efeito do litio na fungdo fagocitica ainda néo estd claramente definido, mas parece
estar relacionado com a2 diminuicdo de niveis elevados de AMPc, induzindo a
normalizacde da atividade fagocitica, pois altos niveis de AMPc ocasiona
atividade anormal de leucocitos (Perez et alli, 1880).

Devido a estes efeitos, grande parte dos pesquisadores sugerem que ¢ litio
controla o risco de infeccdo. Em contradigio, Turkozan e colaboradores (1993),
propoem que o litio causa enfraquecimento dos mecanismos de defesa de
pacientes com infecgdo decorrente da diminuigdo da atividade de enzimas
importantes que participam do burst respiratério celular durante a infecgdo.

Também tem sido proposto que ¢ efeito terapdutico desta droga pode
derivar da inibigdo da hidrdlise de fosfatidilinositol, resultando na inibicdc de
inositol monofosfatase, o que causa deplegdo de inisitol, que por sua vez depleta
fosfoinositol (Berridge et alli, 1982). Esta ag&o pode ser paticularmente importante
no cérebro, pois este tem pouca facilidade em sintetizar inositol (Berridge et alli,
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1982). O fosfatidilinositol € um importante componente da membrana ceiular,
podendo entdo, o litio interferir com a composicdo das membranas do cérebro
{citado em Klemfuss, 1992; Jope & Williams, 1894). Tanto in vifro, como in vivo, o
litio interfere com a agdo do adenilato ciclase que cataliza a produgio de AMPc
{adenosina monofosfato ciclica) em resposta a ativagéo de receptores como os j3-
adrenérgicos (Kiemfuss, 1992)

Recentes observages demonstram que o litio afeta fungdes de proteina-G,
a expressao de genes, a fosforilag@o proteica e outros processos que podem ter
wongo alcance nas fungbes celulares totais (Jope & Williams, 1994).

Beyaert & colaboradores (1893), propfem que o litio aumenia a
citotoxicidade de algumas linhagens de celulas, tais como L928. Sabendo-se que
o litio inibe fosfatidilinositol, os autores sugerem um envolvimento do metabolismo
de inositol na citotoxicidade do TNF. Neste sentido, demonstram que 0 aumento
da citoloxicidade do TNF por LiCl é de fato relacionado com a acumulacao de
fosfatidilinositol mediada por fosfolipase-C em células tratadas com TNF + LiCL

O litio pode também aumentar a producdo de -2 de células
mononucieares por um mecanismo envolvendo a diminui¢8o intracelular dos
niveis de AMPC no sistema do adenilato ciclase (Wu & Yang, 1891, Kucharz et
alli, 1993).

Estudos usando a toxing colérica, a qual pode aumentar 08 niveis
intracelulares de AMPc, mostram uma diminuicdo da atividade de células Killer
ativadas por linfocinas {LAK). No entanto, o iitic reverte parciaimente este efeito
inibitdrio, indicando que ele aumenta a atividade de células LAK por diminuir
niveis de AMPC (Jones et alli, 1990; Wu & Cai, 1892), Q litio também aumenta os
niveis de RNAm para TNFo quando células LAK sdo estimuladas por il-2,
resultando em um forte efeito inibidor no cresciemnto de tumor (Wu & Cai, 1882).



27

Resultados de dois estudos em pat:ientes com desordens psiquidtricas
indicam que a terapia com Iitio foi acompanhada por um aumento nos niveis de
cortisol plasmético, outros resultados revelaram que esia terapia ndo estava
associada com alteragSes na funcdo adrenocortical {citado em Barr & Galbraith,
1683). Voluntarios sem desordens psiquiatricas que usaram doses terapeuticas
de [itio, apresentaram uma redugao nos niveis de cortisol ro inicio da manhé, mas
nao apresentaram oufras alteracdes. Sugerindo que o litio & o cortisol possuem
alguns efeitos em comum (Malloy et alli, 1978).

Portanto, devido a essas observacdes clinicas e experimentais sugere-se
que a terapeutica do litio é Util, ndo somente, para desordens psiquiatricas mas
também para desordens hematoldgicas e imunoldgicas e em falhas do
desenvolvimento da resposta inflamatdria.
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OBJETIVOS

0 objetivo deste trabatho foi estudar num modelo de Depressao
Experimental, em ratos, o desenvolvimento da resposta inflamatéria, avaliando-se
aspectos como:

2.1~ A migracdo de neutrdfilos e de células fagociticas mononucleares, in vivo,
induzida por Carragenina (Cg) ou Lipopolissacarideo de E cofi (LPS) e
Tioglicolato (Tg), respectivamente,

2.2- A influéncia do tratamento profilatico com a droga antidepressiva Cloreto de
Litio {LiCl) sobre a migracdo destas células;

2.3- A liberagao, in vitro, de fatores quimiotaticos para neutrdfilos por macréfagos
de animais tratados ou ndo com Cloreto de Litic, estimulados com LPS.
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MATERIAIS E METODOS

1.0 - ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar, de ambos 08 sexos, pesando entre 180 e
230g, fornecidos pelo Centro Multi-Institucional de Bioterismo (CEMIB-UNICAMP).
As fémeas foram usadas para verificacio do efeito da depresséo experimental
(Modelo de Desamparo Aprendido) no desenvolvimento da resposta inflamatoria
aguda, colocadas para adaptaco no biotério do Laboratério de Toxicologia
Comportamental do Departamento de Farmacologia/FCM - UNICAMP, mantidas
individualmente em gaiolas de arame (30x18x19cm), obedecendo um ciclo de
12/12h, clarofescuro, sob temperatura ambiente constante de 2612°C, com
alimentagdo (racdo Nuvilab) e agua fornecidas ad fibifumn. Os ratos machos foram
utilizados apenas para as medidas de Atividade Biolégica do Sobrenadante de
Cultura de Macrofagos (ver secdo 6.0). Estes foram mantidos no Biotério Setorial
do Departamento de Farmacologia por um periodo minimo de 24 horas,
agrupados em gaiolas de plastico (10 animais, no maximo), obedecendo um ciclo
de 12/12h, clarolescuro, com alimentagdo (ragdo Nuvilab} e agua ad fibitum.

2.0 - MODELO DE DEPRESSAO (DESAMPARO APRENDIDO) E GRUPOS
EXPERIMENTAIS

Toda parte experimental referente ac modeio de Desamparo Aprendido e
tratamento com litio, foi realizado no laboratdrio de Toxicologia Comportamental
sob orientacdo da Prof. Dra. Nancy A. Teixeira, do Departamento de
Farmacologia-FCM-UNICAMP.
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Este modelo compreendeu trés sujeitos experimentais manipulados
simuftaneamente (Esquema 1). Um dos sujeitos (grupo CHE-ESTRESSADOS)
foi submetido a uma sessdo de choques escapaveis, enquanto o ocutro {grupo
CHI- DEPRIMIDOS) foi submetido a choques inescapaveis. No terceiro e Gltimo
grupo, o sujeito apenas permaneceu confinado em outra caixa sem, no entanto,
receber chogues (grupo CFD- CONTROLES).

GRUPQO CONFINADC  GRUPO INESCAPAVEL GRUPO ESCAPAVEL
{CFD} {CHY {CHE}

Gerador de chogues manual Garador de chogues programado
{80 chogues inescapévels, 1 mA) {60 choques escapaveis, 1 mA)

Esquema 1: Equipamentos para inducio do estresse e da depressdo
gxperimental, sisterna emparethado (Yoked).
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2.1 -GRUPO CHE - ESTRESSADOS
Equipamento:

A caixa de chogues do tipo "vai e vem® (shuttle box} que foi utilizada
correspondia a uma caixa de aluminio medindo 50x29x2%cm, com tampa e parede
frontal de acrilico ftransparente. internamente, era dividida em dois
compartimentos iguais, separados por uma parede de aluminio onde havia um
orificio retangular de 7,5cm de altura e 8 Ocm de largura, distante 8,0cm acima do
piso da caixa, 0 qual permitia a locomocéo do animal de um compartimento para o
outro.

Cada compartimento possuia duas fotocéiulas, distando 6,0cm uma da
outra, sensiveis (por interrupgBo do feixe de luz) ao movimento do sujeito
experimental entre os compartimentos. Desse modo, era possivel se registrar o
tempo de travessia do animal de um compartimento para o outro, além da sua
presenca em um dade compartimento, a cada momento da sess@o. Essas
informagbes eram dirigidas automaticamente ao aparetho de comando

programavel (ALBARSCH) que liberava os chogues.

O piso era composto por barras de latéio de 0,3cm de didmetro, distantes
1.0cm entre si, através das quais 08 choques elétricos eram ministrados com

mecanismo scrambier.
Procedimento:

A sess380 se iniciou com a colocagao do animal em um dos compartimentos
da caixa de choque. O aparetho gerador de choques foi programado para
ministrar 0 primeirc choque soments apés decorrido um tempo de 3 minutos
{inicio da sessdo), afim de que 0 animal pudesse se acostumar as condicles da
caixa e expiorad-la. Decorrido este tempo, um primeiro choque de 1 mA foi
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deflagrado através das barras de latdo do assoalho da caixa. Os proximos
choques, todos de 1 mA, foram ministrados sempre no compartimento em que se
encontrava o animal, até um total de 60 chogues. O intervalo entre os chogques foi
randdmico, variando entre 5 a 25 seg.

A resposta exigida do animal para 0 término do choque foi a de saltar de
um compartimento para o outro. Registrou-se © tempo desde o inicio de cada
chogue até o término deste (laténcia de fuga ou tempo de choque).

0 tempo méaximo de durag:éo' por chogue foi de 30 segundos, sendo que se
o animal ndo cruzasse o8 compartimentos novo choque era imediatamente
iniciado. O crondmetro uma vez alcangado o vaior de 30 segundos, voltava
automaticamente a0 zero e iniciava-se, imediatamente, nova contagem de

lgténcia.

2.2 - GRUPO CHI - DEPRIMIDOS
Equipamento:

Para a realizacdo da sessdc de chogues inescapdveis (sess@o de
incontrolabilidade) utilizou-se como fonte geradora de choque um gerador manual
(ALBARSCH). Este gerador foi conectado a uma caixa medindo 25x20x20cm
{caixa de choques), sendo a carede frontal de acrilico transparente e as ouiras de
aluminio, com tampa no teto. O piso consistia de 15 barras de iatdo medindo
{0 3cm de espessura, distantes 1,0cm uma da outra, através da qual os chogques

inescapaveis eram ministrados.
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Procedimento:

A sessdo foi iniciada simultaneamente & sess@o de choques escapaves.
ApGs o infcio do choque da sessdo escapével {condicionamento de fuga)
ministrava-se manual e simultaneamente um choque na caixa de sessdo
inescapave! (indugdo de Desamparo Aprendido). Nessa situaggo, a cada
tentativa, 0 sujeito experimental recebia um choque de intensidade e frequéncia
iguais aos choques do grupo CHE (modelo emparethado- Yoked). A duracao de
8 segundos correspondia a média de durag@o dos choques do grupo CHE, visto
gue a laténcia de fuga era diferente a cada tentativa. Portanto, a densidade de
choques Nos grupos era a mesma, porém, no grupo CHI ndo eram dependentes
de nenhuma resposta do animal, sendo portanto, incontrolaveis.

2.3 - GRUPO CFD - CONTROLES

Equipamsnto:

Para a realizagio do confinamento utilizamos uma caixa idéntica aqueia
descrita no item 2.2 (Grupo CHI). No entanto, esta caixa nfo foi acoplada a

nenhurn gerador de chogques.
Procedimento.
A sessao fol iniciada simultaneamente a sessdo de choques escapaveis e

inescapaveis. Entrefanto, 08 animais nao recebesram nenbum choqgue,
permanecendo apenas confinados até o término das sessdes dos outros grupos.
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3 - MODELOS DE INFLAMAGAO

3.1 - MIGRAGAO DE NEUTROFILOS IN VIVO

A migragdo de neutrdfilos foi avaliada apos inje¢do, na cavidade peritoneal,
dos estimulos Carragenina (BDH Chemicals Ltda England) na dose de 150
ugicavidade, Lipopolissacarideo de Escherichia coli (SIGMA, 0111:B4) na dose
de 200 ng/cavidade ou salina 0,9% estéril, em volume de 1 ml.

Ap6s 4 horas, injetou-se 10 mi de PBS-HEPARINA-BSA (Salina Tampéo
Fosfato, Heparina 5 Ul/mi, Soro Albumina Bovina 3%, plv) e, depois de leve
massagem da cavidade peritoneal, foi coletado o maior volume possivel do
tiquido. Em seguida, foram feitas as contagens total e diferencial de leucdcitos. A
contagem total foi feita em camara de Neubauer, onde 20ul do lavado peritoneai
eram diluidos em 400p! de solugdo de Turk. O restante do lavado foi centrifugado
{1500 rpm/5 min.) a temperatura ambiente e o sobrenadante descartado, O
precipitado leucocitario foi ressuspendido em 300ul de BSA 3%, e desta
suspensdo fez-se esfregacos em laminas de vidro, posteriormente corados
(corante de Rosenfeld). A contagem diferencial de leucocitos foi realizada em
microscopio optice (lente de imersdo}, contande-se, em 100 células, os numeros
de neutréfilos, eosindfilos, mastdcitos e células mononucleares. Os resuitados

foram expressos em numeros de neutrofiios/mi.

3.2 - MIGRAGAQ DE CELULAS MONONUCLEARES IN VIVO

A migragao de células mononucleares foi avaliada 96 horas apds injecac
intraperitoneal de 150 ou 300 mg/cavidade de Tioglicolato, nos volumes de 5 ou
10 mi ou salina 0,9% estéril {controle), no volume de 5 ml (CUNHA & FERREIRA,
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1986). Alguns animais receberam 10 ml de salina. A lavagem peritoneal e as
contagens total e diferencial foram realizadas como descritas no item 3.1. Os
resultados foram expressos em numeros de céluias mononucieares/mi.

4.0 - TRATAMENTO CRONICO COM CLORETO DE LITIO

A solucdo méae de Cloreto de Litio (Merck) foi preparada diluindo-se o sal
em agua deionizada de maneira a se obter uma concentragao de 1,0 N. Aliquotas
desta solugdo foram entdo diluidas em dgua de tomeira, em quantidades
suficientes para uma concentracao final igual a 20 mM, usadas para o tratamento.

Apés 3 dias de adaptacdo dos animais no biotério, a solugdo de LiC! foi
fornecida, como unica fonte de bebida ao grupo tratado (animais agrupados, no
maximo 10 por caixa) durante 28 dias consecutivos.

Passadoe o pericdo de tratamento, os animais foram divididos
aleatoriamente nos grupos experimentais, isolados e submetidos ac Modelo de
Desamparo Aprendido, como descrito no item 2.0,

44 - EFEITO DO TRATAMENTO COM LiCt SOBRE A MIGRACAOD DE
NEUTROFILOS

Apds 24h da sessao de choques, 0s grupos tratados receberam 1 ml de Cg
{150 ug/cavidade) ou 1 mi de salina 0,8% estéril {controle}, via intraperitoneal. A
analise da migracao de neutréfilos foi realizada conforme descrito no item 3.1, Os
raesuitados foram expressos em numeros de neutrdfilos/ml,
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4.2 - EFEITO DO TRATAMENTO COM LiCl SOBRE A MIGRAGAO DE
CELULAS MONONUCLEARES

Depois de 24h da sess8o de choques, 0% animais receberam 300
mg/cavidade de Tioglicolato 3%, via intraperifoneal. Estes animais foram
sacrificados € analisados, quanto a migra¢do de celulas mononucleares, apos 96
horas do estimulo, seguindo método descrito no item 3.3.1. Os resultades foram
expresses em numeros de células mononucleares/ml e comparados com aqueles
obtidos de animais ndo fratados com LiCl, que receberam a mesma dose de
Tioglicolato.

5.0 - ESTUDO IN VITRO DA LIBERAGAOQ DE FATORES QUIMIOTATICOS
PARA NEUTROFILOS POR MACROFAGOS PERITONEAIS RESIDENTES
ESTIMULADOS COM LPS

As etapas da liberacdo de fatores quimiotaticos, por macrofagos, foram
realizadas em condigbes asséptlicas com a utilizagio de camara de fluxo laminar
horizontal e material autoclavade {(127°C/1h). Os meios de cultura foram
preparados imediatamente antes do uso com agua deionizada e autoclavada,

sendo ainda filtrados em membranas Millipore (pores 0,22 um de didmetro).

5.1 - OBTENGAO DOS MACROFAGOS PERITONEAIS RESIDENTES

Os macrdfagos foram obtidos de cavidades peritoneais de ratas dos grupos
CFD, CHE e CHI tratadas ou n&o com LiCl, conforme descrito no item 2.0,
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Para a coleta dos macréfagos peritoneais residentes, os animais foram
sacrificados com éter e injetados, via intraperitoneal, com 10 mi do meio de
cultura RPMI 1640 (INTERLAB) contendo 25 mM de HEPES (8SIGMA), 100 Ulimi
de penicilina (SIGMA) , 100 ug/mi de streptomicina (SIGMA) ¢ heparina {5 Uliml).
Apds leve massagem das cavidades retirou-se 0 maior volume possivel do meio
injetado.

Os lavados peritoneais foram distribuidos em placas de cultura de plastico
estéreis, incubados por 1 hora a 37°C, em ambiente umidificado contendo 5% de
8021 para que o0s macrofagos pudessem aderir ao fundo das mesmas. Os
sobrenadantes foram desprezados e as células aderidas lavadas 3 vezes com
safina 0,9% estéril. Com este procedimento eliminou-se a maioria das outras

celulas presentes no lavado.

5.2 - ESTIMULAGAO DOS MACROFAGOS EM CULTURA E OBTENCAO DOS
SOBRENADANTES

Apds aderirem, 0s macrdfagos foram estimulados por 30 minutos com LPS
(5ugiml). As placas foram, entdo, lavadas 3 vezes com salina 0,9% estéril e
incubadas novamente, somente com 3 mi de RPMI 1640 (mesma composicdo do
itlem acima, com excecdo da heparina), por 1 hora. Apés este periodo os
sobrenadantes foram recothidos e concentrados 10 vezes, por ultrafiltragio, em
Aparelho de Amicon com membrana YM-10 (retém substancias com peso
molecular acima de 10.000 Daltons), e divididos em trés partes iguais para
posteriores ensaios de atividade quimiotatica, atividade MNCF-simile e efeito do
aquecimento sobre a atividade quimiotatica (Esquema 2).
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Esquema 2: Obtengdo do scbrenadante de macrofagos, estimutados com LPS, e ensaio
de sua atividade guimictatica.

60 - MIGRACAO DE NEUTROFILOS IN VIVO INDUZIDA PELO
SOBRRENADANTE DE CULTURA DE MACROFAGOS EM ANIMAIS NORMAIS E
PRE-TRATADOS COM DEXAMETASONA

Os sobrenadantes concentrados 10x foram filtrados em membrana Millipore
corm peros de 0,22 ym de diametro e injetados (1 mi, ip.) em ratos machos
normais ou pré-tratados com Dexametasona (Merck-Sharp-Dohme; 0,5 mg/Kg,
s.c, 1 hora antes da inje¢Ao do sobrenadante). A atividade do sobrenadanta
capaz de induzir migragdo de neutrdfilos, mesmo em animais pré-fratados com
dexametasona, foi chamada de MNCF-simile (Fator Quimiotatico para Neutréfilo
derivado de Macréfagos; Cunha & Ferreira, 1986). As migraces de neutrdfilos
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foram analisadas 4 horas apds a injegdo do sobrenadante conforme descrito no
item 3.1. Os resultados foram expressos em numeros de neutrdfilos/mi.

8.1 - EFEITO DA TEMPERATURA SOBRE A ATIVIDADE QUIMIOTATICA PARA
NEUTROFILOS DO FATOR LIBERADO POR MACROFAGOS

O sobrenadante foi incubado, sob leve agitagdo, a 100°C por 20 minutos.
Ao final, 0 sobrenadante foi resfriado e injetado no volume de 1 ml nas cavidades
peritoneais de animais normais. As migragbes de neutréfilos foram avaliadas 4
horas apGs seguindo item 3.1. Os resultados foram expressos em numeros de
neutréfilos/imi.

7.0 - PREPARAGAQ DE S0LUGOES, DROGAS E REAGENTES

Todos os reagentes e solugbes utilizados foram de grau anaiitico ou P.A,
obtidos, principalmente, da MERCK, REAGEN ou RIEDEL.

7.4 - CORANTE DE ROSENFELD MODIFICADO

Giemsa azul-eosina 0,97 g
May-Greenwald-eosina 0,53 g
Metanol p.a. 1.0G1
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7.2 - LIQUIDO DE TURK
Acido acético. 2,00 mi
Agua destilada q.s.p. 100 mi

Apss a mistura dos dois liguidos, foram adicionados alguns cristais de azul
de metilero, com funcéo de aumentar o contraste para a contagem de ieucocitos
na camara de Neubauer.

7.3 - SOLUCAO DE ALBUMINA A 3%

Albumina bovina { SIGMA ). 3,00g
Agua destilada q.s.p. 100 mi

Colocar a albumina sobre a agua destilada e deixar em repouso ate

completa dissolugdo.

7.4 - SOLUCAO SALINA TAMPONADA (PBS): SOLUGAO CONCENTRADA 10X

NaCl 80,00 g
Kol 2,009
NaHPO,. 12H,0. 2890 g
KHPO. 200g
Agua destilada q.5.p. 1,001

A solugao de trabalho foi obtida pela diluiggo (1:10) da solugdo acima.
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7.5 - SOLUGAO DE TIOGLICOLATO 3%

Tioglicolato (DIFCO) 30¢g
Agua destilada 100 mi

Misturar os reagentes em becker e aquecer sob agitagdo constante ate
mudanca de coloragho da solugao.

8.0 - ANALISE ESTATISTICA

Aos resultados obtidos foram efetuados calculos para determinagéo das
médias e dos erros-padrbes das médias {EPM). Diferengas estatisticamente
significantes (p<0,01 e p< 0,05) entre grupos foram determinadas utilizando-se
um ou combinagdes dos seguintes testes: ANOVA (Denenberg, 1976) e teste de
Duncan para comparagdes miltiplas (Duncan, 1955, Kramer, 1856).
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RESULTADOS

1.0 - EFEITO DA DEPRESSAQ EXPERIMENTAL SOBRE A MIGRAGAO DE
NEUTROFILOS PARA A CAVIDADE PERITONEAL

A injecéo (1 mi) de Cg (150 ugfcavidade) ou LPS (100 ng/cavidade) causou
significativa migragao de neutrdfilos para cavidade peritoneal de ratos, em todos
05 grupos estudados, quando comparados aos seus respectivos grupos salina
{,9% {1 milcavidade).

Animais submetidos 3 sessdo de choques escapaveis (CHE) apresentaram
migracdo de neutrofilos, em resposta & administragéo i.p. desses estimulos,
semethante aquela observada nos animais controles (CFD).  Entretanto,
independentemente do estimulo utifizado, observou-se inibigao, estatisticamente
significante {p< 0,01 - ANOVA e Teste de Duncan), da resposta de migragao de
neutrdfilos para a cavidade peritoneal no grupo de animais submetidos a
depressdo experimental (CHI). Essa inibigdo foi em torno de 45 e 60%, para os
grupos Cg e LPS, respectivamente (Figuras 1e 2).

2.0 - EFEITO DA DEPRESSAO EXPERIMENTAL SOBRE A MIGRACAO DE
CELULAS MONONUCLEARES PARA A CAVIDADE PERITONEAL

A injecio de Tg em animais CFD e CHE, nas doses de 150 e 300
mg/cavidade, causou migragio dose-dependente de células mononucleares para

a cavidade peritoneal (Figura 3-A).

Na dose de 150 mg nao foi observada diferenca estatistica entre 0s grupos.
No grupo CHE essa dose causou significativa migragao de células mononucleares
{p< 0,05, ANOVA e Teste de Duncan, em relagao ao grupo salina), comparavel



43

agquela observada em animais CFD (1,8:02e 20102 x 108 célulasimi, n=12 para
cada grupo, respectivamente). No entanto, no grupe CHI o Tg, nessa mesma
dose, ndo foi capaz de induzir migragas de celulas mononucieares. Observou-se
um aumenio de apenas 24% no numero dessas células, em relagdo ao seu
controle (Figura 3-A).

Apbs injecdo {.p. de 300 mg de Tg/cavidade observou-se intensa migracéo
de células mononucleares para o peritdnec de animais do grupo CFD. O numero
dessas células chegou a dobrar (p<0,01; ANOVA e Teste de Duncan} em relagéo
a0s valores obtidos em animais que receberam injec¢do ip. de salina (Figura 3-
B). No grupo CHE essa resposta foi cerca de 35% menor (p< 0,05, ANOVA e
Teste de Duncan). Por oufro lado, em animais submetidos a depresséo
experimental, a injeggo dessa dose de Tg n&o causou migragao de células
mononucleares. De maneira semelhante ao observado com a menor dose, 300
mg de To/cavidade induziu um insignificante aumento no numero dessas celulas
{18%), que nao foi estatisticamente diferente do grupo salina (Figura 3-A). Em
relacio ac grupo CFD, o grupo de animais deprimidos (CHI) mostrou uma
reducdo do efeito quimiotético do Tg, para celulas mononucieares, em mais de
80% (Figura 3-A e B).

3.0 - EFEITO O TRATAMENTO COM LiCl SOBRE A MIGRAQﬁO DE
NEUTROFILOS PARA A CAVIDADE PERITONEAL

Em animais tratados com Cloreto de Litio (20 mM) por 28 dias, v.o., ad
fibitum, a injecdo de Cg (150 ug/cavidade) causou significativa {(p<0,01; ANOVA e
Teste de Duncan) migragdo de neutrdfilos para a cavidade peritoneal, nos trés
grupos experimentais analisados, em relacdo aos seus respectivos grupos
controle. Esse efeito foi de intensidade semelhante nos grupos CFD, CHE e CHI
{2,3:0,2; 18406 e 22403 X 10° células/mi, respectivamente; n=8 para todos 0s
grupos), ndo havendo diferencas estatisticas entre eles (Figura 4). Este fat'o foi
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diferente daquele observado em animais ndo tratados com LiCl, onde se observou
significativa redugdo da migraclo de neutrdfilos em animais do grupo CHI (ver
Figura 1).

As contagens total e diferencial de leuctcitos circulantes em animais
tratados cronicamente com LiCl ndo foi diferente dos animais controles néo
tratados (nGmero total de leucdcitos: fratados com LiCl= 10925 + 468, ndo
tratados= 11525 + 1822
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FIGURA 1 - A depressao experimental reduziu a migragdo de neutréfilos para
cavidade peritoneal de ratos estimulada com Carragenina (Cg : 150 p
glcavidade). A migragdo de neutréfilos foi avaliada 4 h apds a injegéo i.p. de Cg.
As barras representam as médias + EPM do numero de neutrdfilos. O numero de
animais utilizados esta indicado na legenda. * p< 0,01, em relagdo ao seu
respectivo controle (salina) e # p<001, em relacdo ao grupe CFD (ANOVA e

Teste de Duncan).
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FIGURA 2 - A migrag¢io de neutréfilos induzida por LPS (100 ng/cavidade) foi
reduzida em ratos submetidos & depressfo experimental. A migragdo de
neutrofiios foi avaliada 4 h ap6s a injecdo ip. de LPS e os resultados estdo
expressos como média + EPM. O nimero de animais utilizados esta indicado na
legenda. ** p< 0,01, em relagdo ac seu respectivo controle (salina) e # p<0,01, em
reiacdo ao grupo CFD (ANOVA e Teste de Duncanj.
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FIGURA 3 - O estresse reduziu a migragao de células mononucieares para a
cavidade peritoneal de ratos estimulada com Tioglicolato {Tg: 150mg e
300mgl/cavidade). Painel A: numero de células mononucleares que migraram
apds injecdo de salina 0,9% (5 mi) ou Tg (150 e 300 mg). Painel B: aumento
percentual da migracéo de calulas mononucieares, nos grupos CFD, CHE & CHA,
em relagdo a média do nimero de células mononucieares encontrada em seus
respectivos grupos salina. A migragéo de células mononucleares foi avaliada 86 h
apbs a injecdo ip. de Tg e os resultados representam as meédias + EPM. O
namerc de animais utilizados estd indicado na legenda. Nao foi encontrada
diferenca estatistica entre os niimeros de células mononucleares apos injecéo de
5 ou 10 mi de salina (13202 e 13101 x10° células /ml, n=12 e n=8,
respectivamente). * p<0,05 e ™ p< 0,01, em relagio ao seu respectivo controle
salina e # p<0,01, em relagdo ao grupo CFD; (ANOVA e Teste de Duncan).
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Figura 4 - O tratamento profildtico, de ratos submetidos a depressdo
experimental, com cloreto de litio previniu a inibigdo da migragao de
neutrdfilos. A migragio de neutrdfilos foi avaliada 4 h apGs injecéo i.p. de Cg
{150 pglcavidade). O LiCl (20 mMj) foi oferecido por 28 dias, v.0., ad libitum. Os
resultados sdo representados como média £ EPM. O numero de animais
avaliados esta indicado na legenda. ** p<0,01, em relacio g0 seu respectivo
controle salina (ANOVA e Teste de Duncan).



49

4.0 - EFEITO DO TRATAMENTO COM LiCI SOBRE A MIGRAGCAO DE
CELULAS MONONUCLEARES PARA A CAVIDADE PERITONEAL

A injegdc de 300 mg/cavidade de Tg, em animais tratados cronicamente
com LiCH (20mM) por 28 dias, oferecidos v.o., ad libifum, induziu migracéo de
celulas mononucteares em fodos os grupos de animais estudados. Essa
migragdo n&o apresentou diferencgas estatisticas entre os grupos CFD, CHE e CHY
muitc embora tenha sido, em relag8o ao grupe CFD, de menor intensidade no
grupo de animais estressados (25203, 1,9:16 e 26102 x 10° célutasimi,
respectivamente; n=8 para todos os grupos) (Figura 8). Quando se comparou os
efeitos das injegbes de Tg em animais tratados ou nao com LiCl, nos trés grupos
estudados, observou-se diferenca estatistica apenas na resposta de animais
submetidos & depressao experimental (CHI, controle=1,6+0,1; n=4 e tratado=26+
0,2 x 10° células/ml, n=8).

5.0 - DETECGAO DA ATIVIDADE MNCF-SIMILE E EFEITO DO
AQUECIMENTO DO SOBRENADANTE DE MACROFAGOS PERITONEAIS
RESIDENTES PROVENIENTES DOS GRUPQOS CFD, CHE E CHI

A injecBo intraperitoneal, em ratos machos, do ‘sobrenadante de
monocamadas de macréfagos estimulados com LPS (5 pg/mi), provenientes de
animais do grupo CFD, apresentou significativa atividade quimiotatica para
neutrdfilos em comparagdo a injegdoc do sobrenadamte de macrdfagos néo
sstimulados com a endotoxina (1,820,6, n=4 e 0,502 x 10° célulasimi; n=5,
respectivamente - p<0,01 - ANOVA e Teste de Duncan). Essa atividade foi
observada mesmo quando ¢ sobrenadante era injetado em animais pre-tratados
com dexametasona (2,140,2 x 10° células/mi; n=5), caracterizando a presenga de
uma atividade MNCF-simile. O aquecimento (100°C/20 min} aboliu a atividade
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quimiotdtica para neutrofilos, demostrando o cardter termoldbil desse
sobrenadante.

O sobrenadante proveniente de macréfagos, estimulados com LPS (5 u
g/ml), do grupo CHE, também apresentou atividade quimiotatica para neutréfilos
embora em menor intensidade {cerca de 30%) que a do sobrenadante do grupo
CFD. A injegéio i.p. do sobrenadante em animais pré-tratados com dexametasona
apresentou-se significanterente reduzida, em relag&o ao seu respectivo controle
(0,2+0,08 e 12401 X 10° células/ml, respectivamente; n=5 para cada grupo;
p<0,01- ANOVA e Teste de Duncan). Quando aguecido (100°C/ 20min), o
sobrenadante apresentou redugdo da atividade quimiotatica em mais de 60%,
comparando-se ao seu respectivo sebrenadante bruto (controle) (p<0,05-ANOVA
e Teste de Duncan), caracterizando a termolabilidade deste.

0 sobrenadante brutc de monocamadas de macréfagos, de animais
depriridos {CHI), estimulados com LPS (& ug/mi) apresentou migragio de
neutrofilos para a cavidade peritoneal na ordem de 0,740,3 x 10° célulasiml.
Embora de intensidade muito menor que a atividade do sobrenadante do grupo
CFD. esta diferenca ndo foi estatisticamente significante. A injecado desse
sobrenadante em animais pré-fratados com dexametasona causou insignificante
migracéo de neutrdfilos para a cavidade peritoneal quando comparada ao seu
respectivo controte (0,140,01 e 074103 x 10° células/ml, respectivamente;
p<0,01- ANOVA e Teste de Duncan). A atividade do sobrenadante aquecido
{100°C! 20 min), neste grupo, ndo apresentou diferenca estatistica quanto a
migrago de neutrofilos em relagéio a atividade do sobrenadante bruto {controle)

(Figura 6). \
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FIGURA 5 - O tratamento profilatico com LiCl previniu a inibi¢&o da migragao
de células mononucleares, induzidas por Tg {300 mgl/cavidade), apenas em
ratos submetidos a depressio experimental. A migracdc de células
mononucleares foi avaliada 96 h apés a administragde de Tg (300mg/cavidade).
O LiCt (20 mM) foi oferecido por 28 dias, v.o., ad libitum. Os resultados estéo
expressos como média + EPM. O niimero de animais avaliados esta indicado na
legenda. ** p< 0,01, em relagéo ao seu respectivo grupo controle salina {ANOVA

e Teste de Duncan).
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FIGURA 6 - Detecgao da Atividade MNCF-simile e Efeito do Aquecimento do
Sobrenadante de Monocamadas de Macréfagos, Estimulados com LPS (5p
g/mi}, sobre essa Atividade, Os macréfagos em cultura foram estimulados por
30 min. com LPS {Sug/ml). A migragdo de neutrdfilos foi avaliada 4 h apds a
injecdo i.p. de 1 ml do sobrenadante da cultura esterilizado, em ratos normais ou
pré-tratados com dexametasona (05 mg/Kg, th antes). A atividade do
sobrenadante observada em animais pré-ratados com o corticdide foi
denominada de atividade MNCF. A atividade dos sobrenadantes aguecidos
(100°C/20 min) foi avaliada em animais normais. Os resultados estdo expressos
como média + EPM do nimero de neutrdfilos. O ndmero de animais avaliados
estd representado nas legendas. A migragdo de neutrdfilos induzida pelo
sobrenadante de macréfagos de animais normais ndo estimulados com a
endotoxina foi de 0.5+ 0,2 x 10° células/ml, (n=5). * p<0,05 ¢ ** p< 0,01, em
relacdo aos seus respectivos controles (ANOVA e Teste de Duncan).
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6.0 - DETECGAO DA ATIVIDADE MNCF-SIMILE E EFEITO DO
AQUECIMENTO DO SOBRENADANTE DE MACROFAGOS PERITONEAIS
RESIDENTES PROVENIENTES DOS GRUPOS CFD, CHE E CHI PRE-
TRATADOS CRONICAMENTE COM LiCl

(s sobrenadantes de monocamadas de macrdfagos provenientes de
animais tratados cronicamente por 28 dias, v.0., a&d fibitum, com Cloreto de Litio
{20 mM}, estimulados com LPS ( & ug/mi), dos grupos experimentais em estudo,
foram injetados em ratos machos e foram avaliadas suas capacidades em induzir
resposta migratéria de neutrdfilos para a cavidade peritoneal (Figura 7).

O sobrenadante bruto de macréfagos do grupo CFD  induziy,
comparativamente, migragéo de neutrdfilos de menor intensidade (1,020,086, 1,7+
0.4 e 2,3+0,08 x 10° células/ml, respectivamente, para os sobrenadantes de
macrdfagos dos grupos CFD, CHE e CHI). Quando esse sobrenadante foi injetado
em animais pré-tratados com dexametlasona, contrastando com 0s resultados
obtidos com o sobrenadante de animais CFD né&o tratados com LiCl {ver figura 6),
houve uma potente inibicio da migragdo de neutrdfilos, em relagio ao seu
respectivo grupo controle {redugio de mais de 90%; p<0,01- ANOVA & Teste de
Duncan). O aguecimento (100°C/ 20min) do sobrenadante revelou sua
termolabilidade devido a reducéo, em mais de 80%, da migragao de neutréfilos
em relacio ao seu sobrenadante bruto (controle).

A injecdo do sobrenadante bruto proveniente de macréfagos do grupo
CHE, induziu migragio de neutrdfilos para cavidade peritoneal em maior
intensidade que o grupo CFD. No entanto, esta diferenga de, cerca de 70%, néo
foi estatisticamente significante. Nos animais pré-tratados com dexametasona, a



54

injecio do sobrenadante induziu migragio de neutrdfilos significativamente maior
gue a do grupo CFD (0,701 e 0,08+0,02 x 10° células/ml; p<0,01- ANOVA e
Teste de Duncan). No entanto, essa migragso foi reduzida em cerca de 60%,
guando comparada com aquela induzida pelo sobrenadante de animais controles
{p<0,01- ANOVA e Teste de Duncan). Observou-se, ainda, potente reducio da
migracdo, em relago ao seu sobrenadante bruto (p<0,01- ANOVA e Teste de
Duncan), quando o mesmo era aquecido (100°C/ 20min).

A migracdo de neutrdfilos, induzida pela injecdo do sobrenadante de
macrofagos de animais deprimidos, foi potenciada (120% maior), quando
comparada a atividade do sobrenadante do grupe CFD (2,3+0.8 e 1,0:0,06 x 10°
células/mi, respectivamente; p<0,01-ANOVA e Teste de Duncan) Quando o
sobrenadante foi ensaiado em animais pré-ratados com dexametasona ocorrey
uma potente inibicao da migragéo, em rela¢éo ac observado em animais controles
{cerca de 90% de redugdo; p<0,01- ANOVA e Teste de Duncan). Da mesma
forma, quando se aqueceu esse sobrenadante, mais de 80% da atividade foi
reduzida, em comparagio com aquela presente no sobrenadante bruto (0,3:0,07
e 2.3+008 x 10° células/ml, respectivaments; p<0,01- ANOVA e Teste de

Buncan).
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FIGURA 7- Atividade Quimiotatica para Neutréfilos e Efeito do Aquecimento
sobre esta Atividade, em Sobrenadante de Monocamadas de Macrdfagos
Provenientes de Animais Tratados Profilaticamente com LiCl. Os macrdfagos,
em cultura, foram estimutados por 30 min com LPS (Sug/mi). A migragéo de
neutrafitos foi avaliada 4 h apés a injecio 1.p. de 1 mi do sobrenadante da cultura
gsterilizado, em ratos normais ou pré-tratados com dexametasona (0,5 mg/Kg, 1h
antes). A atividade dos sobrenadantes aquecidos (100°C/20 min) foi avaliada em
animais normais. O tratamento com LiCl {20 mM) ocorreu por 28 dias, v.o., ad
kbitum. Os resultados representam as médias + EPM do numero de neutrdfilos. O
mimero de animais avaliados esta representado nas legendas. ™ p< 0,01, em
relacdo ao grupo CFD e # p<0,01, em relagio aos seus respectivos controles
{ANOVA e Teste de Duncan).
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DISCUSSAQO

Uma mobilizagdo de leuctcitos adequada & em tempo habil é fundamental
para a defesa do organismo. Dessa forma, uma deficiéncia de migrago para o
foco inflamatdric e{ou) uma alteragdo na capacidade microbicida dessas células
node aumentar 0s riscos de infecgdo (Harkness, 1981, Wilkinson, 1994}

Tem sido demonstrado na literatura que estados depressivos estéo
associados com reducao das defesas do organismo € aumento na incidéncia de
dosncas infecciosas e neoplasias, tanto em modelos experimentais, como em
estudos com seres humanos, sugerindo, entdo, estreita ligagdo entre © sistema
imune e 0 SNC (Faith et alii, 1991; Landmann et alii, 1991, Peterson et alii, 1991).

No presente trabalho demonstrou-se que a depresséo experimental reduz a
migracdo de neufrdfilos e de células mononucleares para a cavidade peritoneal
de ratos, em resposta a carragenina, LPS e tioglicolato, sugerindo, dessa
marneira, que a capacidade de resposta a estimulos inflamatorios inespecificos,
de carater ndo imune, esta comprometida.

Diante estimulos inflamatdrios inespecificos como carragenina ¢ LPS, os
animais do grupo CHI, experimentaimente deprimidos, fiveram sua capacidade
migratoria reduzida em relagBo aos animais controles. Este efeito nao foi
observado nos animais do grupo CHE (estressados), que permaneceram iguais
ao confrole. Sendo a resposta migratéria de leucocitos para o foco inflamatdrio um
fendmeno complexo e mullimediado, envolvendo varias etapas, entre elas: 1-
deslizamento e aderéncia de leucocitos ao endotélio vascular, 2- passagem
aftravés das juncbes entre células endotsliais, 3- permanéncia entre a membrana
basal e pericitos;, 4- secrecdo de enzimas e digestdo de componentes da
membrana basal; 5- acesso a matriz do tecido conjuntivo extravascular e, por fim,
&- movimento direcionado a favor' de um gradiente de fatores quimiotaxicos (Katori
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et alli, 1991). Portanto uma das hipteses para a redugdo da resposta migratéria
de neutrdfilos e também de células mononucieares, observada neste trabalho,
pode ser devida ao bloqueio de uma, ou mais, dessas etapas.

A depresséao esta associada a ativagio do eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal
{HHA), resultando em elevacio na concentragao plasmatica de catecolaminas e
corticGides (Tecoma & Huey, 1985; Stein et alii, 1985, Peeters & Broekkamp,
1984 Chrousos, 1995).

Quando injetamos tioglicolato (Tg) nas cavidades intraperifoneais de
ratosCFD e CHE, observou-se & resposta migratéria de células mononucleares
dose-dependente, estande reduzida nos animais que receberam choques
escapaveis (CHE). No entanto, esta resposta foi abolida nos animais que
receberam chogues inescapédveis (CHI). Este efeito poderia ser explicado pelo
fato de que o chogque causou liberaco de GCs enddgenos. Com a posterior
injecdo de Tg, a resposta migratdria esperada para este estimulo foi reduzida ou
abolida pois estava sendo modulada pelo GC liberado iniciaimente, ocorrendo o
fentémeno conhecido como “contra-irritagdo”. £sta hipdtese esta de acordo com 0s
frabathos de Garcia-Leme & Shapoval (1975}, pois estes autores demonstraram
gue & injeclo prévia de um estimulo inflamatorio atenuava a resposta a
administracBo  posterior do  mesmo  estimulo  (Cg). Em  animais
adrenalectomizados, este fendmeno ndo ocorria, sugerindo que um aumento na
concentracio endégena de GCs, devido ao primeire estimulo, teria um pape!
modulador sobre o desenvolvimento da resposta inflamatdria diante um segundo
estimulo {Garcia-Leme & Shapoval, 1985).

Os glicocorticoides apresentam atividade antiinflamatoria pois s&o potentes
inibidores de alteracbes vasculares e de varias fungBes celulares (Chrousos,
1995), tais como: sintese e liberacdo de eicosandides (Flower, 1988; Peers et alii,
1993) ¢ citocinas (Goldestein et alii, 1992), e expresséo de moléculas de adeséo
em células endoteliais (Chrousos, 1985). Assim, um aumento nos niveis



58

plasméticos de GCs explicaria, pslo menos em parte, 2 inibigio da migragéo de
leucdcitos para o foco inflamatério.

No presente trabalho néo foram determinados os niveis de corticosterona
ou qualguer outro indicador de atividade do eixo HHA, nos diferentes grupos
experimentais. Entretanto, j& estd descrito na literatura que o modele de
Desampare Aprendido, utilizado por nds neste trabalho, causa elevagao nos
niveis de corticosterdides circulante {Nelson & Chamey, 1981), além disto, as
primeiras observagbes de Selye, em 1935 (citado em Owens & Nemeroff, 1981),
relata que mamiferos, incluindo roedores, submetidos a uma situag8o estressora
apresentam niveis seéricos elevados de GCs (Stein et alii, 1985, Owens &
Nemeroff, 1991, Chrousos, 1995} Ainda, dados preliminares (ndo mostrados)
revelaram que 0§ animais do grupo CHI (experimentalments deprimidos)
apresentaram um numero de leucteitos circulantes menor que aquele observado
em animais controles {grupo confinado; CFD), e GCs s&o reconhecidos indutores
de leucopenia, com neutrofilia e linfocitopenia relativas (Stein et alii, 1685). A
confirmacdo destes resultados também explicaria, em parte, a reducéo da
migracdo de neutrdfilos e de células mononucleares para a cavidade peritoneal.
Isto €, a resposta migratéria provavelmente foi menor porque existia um menor

numero de leucdcitos circulantes.

Existemn relatos de gue animais submetidos a uma sesséo de chogues
inescapaveis apresentam niveis circulantes mais elevados de GCs, quando
comparados com aqueles observades em animais submetidos a chogues
escapaveis (Weiss et alii citado em Laudensiager et alii, 1983; Restak, 1989).
Entretanto, recentemente Sandi e colaboradores (1992) demonstraram que ndo
existiam diferencas na reatividade do eixo HHA entre ratos submetidos a choques
escapaveis e inescapaveis, pois apresentavam niveis, embora significativamente
slevados em relagdo =20 controle, compardveis de ACTH e corticosterona.
Entretanto, as condigBes experimentais utilizadas foram muito distintas, sendo
que Sandi e colaboradores (1992) utilizaram animais submetidos cronicamente a
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sessdes de choques escapaveis e inescapéveis, por 4 dias consecutivos,
enguanto que as outras observagbes foram feitas em modelos de exposigio
aguda aos estimulos estressores, situag8o mais proxima a utilizada em nosso
trabatho.

Admitindo-se que o5 niveis de GCs estdo alterados nos animais
experimentais submetidos a sessdo de chogues, em relacho ao grupo CFD, deve-
se imaginar, pelo menos, as seguintes hipbteses:

a) se iguaimente aumentados em ambos os grupos, os GCs nao devem estar
envolvidos na inibicdio da migracéo de neutrofilos, pois apenas 0s animais do
grupo CHI, e ndo do grupo CHE, apresentaram uma atividade migratoria dessas
células diminuida. Sendo assim, outros mediadores endogenos, presentes ou nao
em maior gquantidade, devem ser considerados. Por exemplo, estimulos
estressores induzem a liberacdo de peptideos opibides endbgenos e tem sido
sugerido gue estes mediadores estdo envolvidos na eticlogia de desordens
afetivas e causam imunossupressao (Owens & Nemeroff, 1891),

b} se GCs t6m algum papel de destaque, deve existir um nivel critico, atingido
apenas nos animais submetidos agudamente a sessac de choques incontrolaveis,
acima do qual o efeito antiinflamatério aparece plenamente. Deve ser observado
que a migragdo de neutrofilos e monocitos € inibida por concentragies
farmacolégicas de GCs (Rinehart et alii, 1975; Schleimer et alii, 1990), e que
concentragdes fisiolégicas tém um importanie papel no controle da atividade
migratéria normal de mondcitos (Heluy Neto, 1994). Como j@ sugerimos, a
sobreposicio de um estimulo a outro (contra-irritag&o) pode contribuir para que
este nivel critico de GCs seja atingido. Este fato pode explicar a inibico de
células mononucleares nos animais que receberam chogues escapaveis (CHE),
pois além do estimulo irritante do Tg, a expanséo de volume provocada pela
injecdo deste estimuio (5 e 10 mi) contribuiu para um aumento nos niveis de

corticéides {(ver figura 3);



¢} pode ser que determinadas células ou tecidos envolvidos na génese e(ou)
manutencdo da resposta inflamatéria, apresentem sensibilidade diferente aos
gorticdides. Assim, em condigbes de concentracdes equivalentes de GCs nos
grupos CHE e CHI, temos que admitir gue 880 mais sensiveis aos GCs 0s animais
submetidos, agudaments, ao estressor incontrolavel. Por outro lado, sabe-se gue
a exposicdo cronica a um estimulo estressor parece levar @ um grau de
adaptac@o do eixo HHA e hiporresponsividade aos GCs (Sandi et alii, 1992). Em
pacientes humanos severamente deprimidos observa-se elevagdo nos niveis
séricos de cortisol e incapacidade de confrole negativo, em resposta a
administracdo de dexametasona {(Tecoma & Huey, 1885). O fato da manutengdo
de niveis elevados levar a hiporresponsividade torna dificii a explicagéo para o
envolvimento de GCs na redugado da migragdo de células mononucleares para a
cavidade peritoneal estimulada por Tg, observada em animais dos grupos CHE e
CHI. Mais intrigante, ainda, foi a demonstragio de que ratos adrenalectomizados
apresentam reducBo na migragéo de células mononucleares e que a migragéo de
neutréfilos, enfretanto, estava potenciada nesses animais (Heluy Nelo, 1994). A
repasicio hormonal a niveis fisioldgicos, pela injegdo de GCs, restabeleceu a
resposta migratoria de monbcitos e reduziu o efeito potenciador sobre neutrdfilos
(Heluy Neto, 1994). O autor sugeriu que GCs devem estimular, em células
endoteliais, & express&o de algumas moléculas de ades@o especificas para a
migracao de mondcitos e inibir a expresséo de outras, envolvidas com a resposta
migratdria de neutréfilos. Sabe-se tambem, que varios mediadores gerados o
foco inflamatério, por macréfagos residentes ativados, como: LTB,, iL-1, TNF« e
iL-8, sdo capazes de induzir migragéo e ativagho de leuctcitos, e que a sintese
e{ou) liberagdo desses mediadores s&o inibidos por GCs (Ferreira, 1889).

Recentemente, tem sido descrito que macrdfagos podem estar envolvidos,
também, na génese e(ou) manutencdo de varias das alteragbes observadas na
depresséo, questionando a visdo comum de que © cérebro é o principal foco para
a origem das doengas mentais (Smith, 1991b). Tem sido sugerido que uma
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producio excessiva de monocinas, tais como [L-1, IFN-a @ TNF -, pode ser a
causa da depressfo; visto que, a administrac@o desses mediadores a pacientes
ou voluntarios normais produzem, se nao todos, a maioria dos sintomas dessa
patologia {Smith, 1981b; Kent et alii, 1992). Dessa forma, mediadores presentes
am reagdes inflamatbrias, de carater imune ou n&o, podem afetar a fisiologia do
SNC, levando a alteracdes comportamentais e{ou) afetivas; e 0 SNC, por sua vez,
através de uma resposta neurc-endacring, pode influenciar o curso da resposta
inicial, fechando o circuito,

Uma das possibilidades estudadas neste trabathe foi o envolvimento de
macrofagos peritoneais no controle da resposta migratéria de leucdcitos, através
da capacidade de geraco de fatores quimiotaticos, apos estimulagBo dessas
célufas com LPS. A pergunta era, sera que macrdfagos oriundos de animais dos
grupos CHI, CHE e CFD apresentam diferengas funcionais importantes? Seria a
reducio da migracdo de leuctcitos, principaimente neutrofilos, devida a menor
producdo de fatores quimiotaticos?

Macrofagos obtidos de ratos controles, isto e, animais do grupo CFD nao
submetidos a sessdo de choques, estimulados in wvitro com a endotoxina,
secretaram no meio de cultura um fator capaz de induzir migragdo de neutrofilos,
guando administrado na cavidade peritoneal de ratos. Este fator se mostrou
termolabil e causou migragio, mesmo em animais prédratados com
dexametasona, caracterizando uma atividade MNCF-simile. Estes resultados
confirmam os achados do grupo de Fetreira e colaboradores, que propfem a
existéneia de um fator quimiotatico derivado de macréfagos, especifico para
neutrifilos, o MNCF, que difere das demais citocinas quimiotaticas que tém suas
atividades, in vivo, inibidas pelo tratamento dos animais com cortictides {Cunha &
Ferreira, 1987; Faccioli et alii, 1990; Ribeiro et alii, 1990 e 1991). O MNCF é uma
lecting, de caracteristica inusitada entre as citocinas até agora descritas, de 56
kD, que se liga especificamente a residuos de‘D-Galactosa (Dias-Baruffi et alii,
1994, '
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O fato da atividade ser termoiabil afasta a possibiiidade de que o efeito
observado fosse devido a contaminagio dos sobrenadantes por LPS, visio que
esta endotoxing & termorresistente e uma potente indutora da migracdo de
neutrofiios quando injetada na cavidade peritoneal de ratos (Cunha & Ferreira,
1987, Flores et alii, 1993). Além disio, como ¢ sobrenadante foi ultrafiltrado em
membranas YM 10, a possibilidade de que a atividade seja devido a produtos
derivados de macréfagos com peso molecular abaixo de 10 kD, tais como iL-B e
derivados do acido araquiddnico, deve ser improvavel,

Quando comparadas com a atividade do sobrenadante de macréfagos
obtidos de animais CFD, as atividades quimiciaticas dos sobrenadantes obtidos
de monocamadas de macrofagos de animais dos grupos CHE e CHI, estimuladas
com LPS, induziram, em média, uma menor migragdo de neutrdfilos para a
cavidade peritoneal de ratos normais, muito embora ndo se tenham mostrado
gstatisticamente diferentes, provavelmente, pelo reduzido numero de animais
utitizados no grupo controle (n=4) e grande variabilidade dos resultados. A
reducdio na atividade do sobrenadante de macréfagos obtidos de animais do
grupo CHE foi cerca de 40%. Entretanto, aquela observada com o sobrenadante
de macrdfagos obtidos de animais do grupo CHI foi de ©60%, um indice
absolutamente relevante. Portanto, uma reducdo na atividade do sobrenadante
deve, potencialimente, refletir uma menor concentragdo ou um padro diferente de

secrecao de fatores quimiotaticos.

O fato da migracéo de neutrdfilos induzida por Cg ou LPS ter sido reduzida
apenas no grupo de animais submetidos a sessdo de choques inescapaveis,
revela a complexidade dos fatores envolvidos no fenbnemo. Provavelmente, a
reducio na produgdo e(ou) liberagéo de fatores quimiotéxicos derivados de
macréfagos ndo seja suficiente para explicar, por si 80, o fendmeno. Uma série de
putras etapas podem ser afetadas, entre elas a expressdo de moléculas de
adesao em células endoteliais e a ativagdo de leuctcitos.
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Quando administramos LiCl cronicamente (28 dias) aos animais CFD, CHE
e CHI e, no 29° dia, injetamos Cg ndo encontramos diferencas estatisticas entre
0§ grupos, em relagdo ac numero de neutrdfilos. Claramente, o litic previniu a
inibigdo da migragao de neutrdfilos no grupo CHI, gue se encontrava reduzida nos
animais que ndo receberam tratamento com LICH (ver figuras 1 e 2). Isto & o
tratamento profilatico com LiCl preveniu a inibigdo da migraglo dessas células
para © foco inflamatorio, apenas nos animais submetidos a chogues
incontroldveis, ndo alterando a resposta migratoria nos grupos controles (CFD) e
estressados (CHE).

A seletividade do litic em afelar apenas animais que receberam chogues
ingscapaveis, pode ser copfirmada em observacdes comportamentais realizadas
por Faria & Teixeira (1993) . Estes autores demonstraram que o LiCl,
administrado no mesmo esquema de tratamento por nds utilizado, alterou apenas
¢ padrc comportamental dos animais submetidos ao estressor incontrolavel
(CHi). Isto &, os animais que receberam litic e foram submetidos a chogques
inescapaveis, aprenderam a tarefa de fuga no mesmo tempo dos animais CHE e
CFD (controles). Portanto, tanto a nivel comportamental como o que observamos
no desenvolvimento da resposta inflamatdria, o litio modifica apenas as respostas
dos animais submetidos a depressao experimental.

Uma possivel explicagdo para este fato poderia ser que a terapia com litio
estaria inibindo a secrecdo excessiva de GCs encontrada nos animais submetidos
aos choques inescapaveis. Contrariando esta hipdtese, alguns autores descrevem
que o litic pode aumentar niveis de corticoides em pacientes com doencas
psiquidtricas (Barr & Galbraith, 1983, citado em Klemfuss, 1992)
Alternativamente, pode-se sugerir que o litio esteja aumentando a sensibilidade
do hipotalamo aos altos niveis de GCs, proporcionando uma readaptagéo do eixo
HHA, capacitando-0 agora, a um confrole negativo da liberacio de GCs; com isto

podendo restabelecer o ndmerc de leucdcitos circulantes.
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Lima ségunda hipbtese para se explicar a prevengdo da inibigdo de
migracdo de células para o foco inflamatério, seria o efeito do litic a nivel de
astimulacio de células pluripotentes ou o efeito inibidor sobre cslulas
supressoras da hematopoiese (Barr & Galbraith, 1983; Prakash, 1885),
produzindo uma leucocitose. Porém, nossos resultados mostraram que o
tratamenta com LiCl, em animais normais, ndo alterou © numero de leucdcitos
totais circulantes quando comparados com o ndmero presente em animais ndo
tratados. A razdo para esta diferenga, em relagio aos dados de literatura, talvez
seja devida ao modo de administragfo da droga e a espécie de animal utilizada,
No entanto. 0s niveis séricos de litio obtidos com ¢ tratamento (0,4 - 0,8 mEag#)
s&p compativels com os niveis de litio no soro de pacientes submetidos ao
tratamento profilatico (Faria & Teixeira, 1993).

A literatura mostra a importancia do AMPc na fungdo celular, sendo este
capaz de inibir a proliferacéo de linfocitos e sua citotoxicidade, inibir secregio de
citocinas, producdo de anticorpos e ainda afetar a motilidade celular (Coffey &
Hadden, 1985). E possivel que a estimulagao B-adrenérgica, que j& foi mostrada
estar relacionada com ¢ aumento nos niveis de AMPc durante o estresse agudo,
pode induzir a um aumento na sintese de AMPc durante o eslresse cronico
(Ckada et alli, 1983). Diante aos chogues agudos inescapaveis, temos a hipdtese
de que os leucdcitos de animais do grupo CHI estejam com niveis elevados de
AMPc, tendo portanto, a locomogéo de leucécitos alterada, o que pode acarretar
uma menor migragéo de células para o foco inflamatério, observada neste grupo.
Sabendo-se que o litio age a nivel de segundos mensageiros, inibindo o adenilato
ciclase, e como consequéncia diminui os niveis alterados de AMPc, sendo que
este sfeito leva a normalizaco da focomogdo de leucocitos (Perez et alli, 1980;
Anderson et alli 1982; Kiemfuss, 1992), temos a hipdtese de que a prevengao da
inibiclo de migragio de leucdcitos nos animais CHI, tratados com litio, possa
estar relacionada com este processo,
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Foi demonstrade que o LICI afeta os mecanismos intracelulares de
ransducéo de sinais (Worley et alli, 1988; Jope & Williams, 1984). Estes sinais
resultam da clivagem de fosfolipideos de membrana, produzindo IP; (trifosfato de
inositol) e o DAG {diacilglicerol). O 1P;mobiliza calcio intracelular de mitocdndrias
e reticuloendoplasmatico; tendo este importancia nos mecanismos de secregdo e
iocomogdo celular. O aumento de calcio livre ne citosol, juntamente com o DAG,
ativam a proteina quinase-C, responsave! pela divisdo e proliferagdo celular. A
liberacac diminuida de calcio no citosol também inibe a produgéo e secregdo de
iL-2 e isto é restaurado pelo litic (Wu & Cai, 1982, Kucharz et alli, 1993). Por
afetar o metabolismo dos fosfatidilinositdis, especula-se que o litio também possa
aumentar a secrecio de TNFg, por aumentar a expresséo de RNAm para TNFa
{Kieinerman et alli, 1989). De acordo com esta hipélese, nossos resultados
mostram que ¢ sobrenadante de monocamadas de macréfagos de animais que
receberam chogques inescapaveis e tomaram litio cronicamente, apresentou maior
capacidade de migragdo de neutréfilos quando este sobrenadante era injetado em
cavidades peritoneais de ratos normais, sugerindo que houve uma restauracio na
producio e (ou) secrecdo de fatores quimiotaxicos quando estes sac comparados
com a atividade quimiotéxica diminuida nos animais do grupo CHI ndo tratados
com litio. A capacidade migratéria deste grupo tratade apresentou-se potenciada
em relacdoe ao controle (CFD).

Aparentemente, a atividade do sobrenadante do grupo CFD tratado com
fitic estava menor que a atividade deste mesmo grupé sem tratamento, no
entanto, pelos métodos estatisticos empregados ndo foi encontrada diferenca
significativa. Este fato pode ter ocorrido, provaveimente, pelo reduzido nimero de
animais utilizados e pela grande variabilidade dos resultados encontrados no
grupo ndo tratado. Ainda temos a hipotese de que o litio esteja alterando a
producdo e(ou) secregdo de alguns fatores liberados por células do grupo
controle (CFD) tratado com litio, visto que, neste caso, o litio inibiu a atividade
migratéria encontrada em CFD sem tratamento quando se injetava o
gsobrenadante em animais pré-tratados com dexametasona (ﬁgur’é B).
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Portanto, observamos que tanto os choques como o tratamento com LiCl
inibiu a atividade MNCF-simile, encontrada somente nos animais controles (CFD)
que nao receberam litio.

Quando o sobrenadante foi agquecido (100°C/20 min), a atividade dos trés
grupos experimentais tratados, mostrou-se termolabil; afastando, mais uma vez, o
risco de contaminagéo do sobrenadante pela endotoxing utilizada na estimulagéo
dos macréfagos para liberagdo de fatores.

Em conclusdo, nossos resultados demonstram que o estresse e a
depressdo experimental causam uma mobilizagdo inadeguada de ceélulas
inflamatérias, alterando a resposta inespecifica de defesa. O padrao de liberagio
de fatores quimiotaxicos, de celulas responsaveis pelo inicio desta resposta,
também se encontra quantitativamente e qualitativamente alterado. Sugerimos
que estas alteragdes estejam ocorrendo provavelmente por uma desregulagao do
eixo HHA, com liberagdo excessiva de glicocorticdides e{ou) por aghc direta na
fisivlogia celular através de alteragbes a nivel de segundos mensageiros, com
consequentes mudangas na secregdo de fatores quimiotdxicos por céluias
peritoneais residentes; e(ou) por alteragdes na expressso de proteinas de adeséo
por leuctcitos ou células endotelials,

Também mosiramos que & tergpia com cloreto de litio, uma droga'
antidepressiva que previne ¢ quadro de depressao (enddgena ou experimental),
impede as alteracbes destas respostas inespecificas de defesa diante a

depressao experimental.
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ABSTRACT

Depression is known to affect the development of various physiclogical
functions, including the immune system. Of the various experimental models
available for studying depression, the learned heplessness model has been
extensively utilized.

in the present work, we have examined the influence of experimental
depression and its reversal by treatment with LiCl on the inflammatory response.
The latter was assessed by quantifying the migration of monocytes and
neutrophils into the peritoneal cavity of treated rats.

Female Wistar rats (200 g in weight} were divided into three groups as
follows: Group 1 : stressed rats which received 60 escapable 1mA shocks at a
frequency of one shock every 30 s; Group 2 © helpless rats wich had received
inescapable shocks of the same intensity and frequency as the Group 1 animals;
Group 3 : control animals which received no shocks. In all groups, neutrophil
migration into the peritoneal cavity was evaluated 4h after the injection of eitheir
carrageenin (150 pgfcavity) or LPS (100ng/cavity) while the migration of
monocytes was assessed 86h after an i.p. injection of 5-10 mi of 3% solution of
thioglycoliate.

Only in the helpless rats was there any significant inhibition of leukocyte
migration. This inhibition could be prevented by pretreating (28 days) the rats with
20 mM LiCl in the drinking water.

We suggest that the depression and its prophylaxis by LiCl treatment are
affecting the release of chemotactic factors for neutrophils and monocytes by

peritoneal resident cells.
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