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Se chegarmos a descobrir uma teoria completa, com o
tempo esta deveria ser compreensivel para todos e nio s
para um pequenc grupo de cientistus. Entdo, todo o
mundo poderia discutir sobre a existéncia do ser humano
e do Universo. No caso de encontrarmos a resposia a esta
questdio, alcancarfamos o triunfo final da razfio humana,
porque neste momento conheceriamos a menie de Deus.
Teriamos tornado realidade todos os nossos sorhos.

Stephen Hawking.
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I. RESUMO



Neste trabalho investigamos © crescimento e diferenciagéo das células
precursoras da medula Ossea apds estresse induzido pelo modelo do
desamparc aprendido.

Ratos Wistar fémeas pesando 180 + 20 g foram divididos em 4 grupos:
Grupo Controle; Grupo Confinade (CF); Grupo Estressado (CHE) - recebeu
60 chogues escapaveis de 1 mA com intervalos randdmicos variando de 5 a 25
segundos e com duragao determinada pela fuga do animal; Grupo Deprimido
(CH!) - recebeu choques inescapaveis de mesma intensidade, frequéncia e
duracio dos administrados aos animais do grupo CHE.

A medula 6ssea foi retirada 24 h apds o tratamento e as células
formadoras de coldnias (CFU-C) estudadas através da técnica de cultura
clonal em meio semi-solido,

Os resultados demonstraram que ocorre reducdo reversivel
significativa no nimero de CFU-C nos animais dos grupos CHI e CF.

Estudamos também o envolvimento do eixo hipotalamo-hipdfise-
adrenal na resposta observada através do tratamento dos animais CHi, CF e
Controle com o inibidor da sintese de corticéides metirapone (0O ou 47
mg/Kgidia) ou com dexametasona (0 ou 1 mg/Kg). O envolvimento dos
receptores opidides foi estudado através do uso da naltrexona (0 ou 8 mg/Kg)
ou indugdo de toleréncia cruzada & morfina (0 ou 12 mg/Kg/dia).

A administracdo de metirapone reduziu o namero de CFU-C no grupo
Controle mas ndo alterou o quadro de mielossupresséo observado
anteriormente nos grupos CHI e CF. Por outro lado, a administragéo de
dexametasona promoveu uma protecéo contra os efeitos mielossupressores do
estresse. Observamos também uma reverso da mielossupressao apds
blogueio dos receptores opidides com o antagonista naltrexona e apos a
suspenséo da administragdo de morfina em animais tratados cronicamerte
com a droga.

Conciuimos portanto, que a protegdo contra a mielossupressao
causada pelo estresse depende da integridade do eixo hipotalamo-hipdfise-
adrenal. As endorfinas promovem mielossupressdo que pode ser revertida



pelo uso de antagonistas ou pela reducdo na liberacdo de fatores
hipotalamico-hipofisarios, induzida por altos niveis de corticéides.




Il. INTRODUCAO



Exposicdo do organismo a estimulos estressantes psicosociais e
ambientais alteram de forma significativa © funcionamento do sistema
imunolégico (DANTZER & KELLEY, 1989; KHANSARI, MURGO, FAITH, 1890,
SANDI, BORRELL, GUAZA, 1992). No entanto, os mecanismos pelos quais o
estresse altera o funcionamento das células mieldides e linfdides, assim como
a liberacéo de cilocinas durante o estresse, ndo estbo completamente
estabelecidos.

Estudos realizados sobre os efeitos do estresse no sistema
imunolbgico, apresentam resultados controversos. Foi demonstrado que
camundongos estressados apresentam menor rejeicBo a enxertos de pele
heterdlogos (WISTAR & WILDEMANN, 1860; RILEY, 1981). Observou-se
também que a imobilizacdo e exposicdo a som de alta intensidade aumentam a
mortalidade de animais infectados por virus e reduzem a producdo de
interferon (LEVINE, 1962; CHANG & RASMUSSEN, 1965; JENSEN, 1968). Por
outro lado, alguns agentes estressores podem estimular varios aspectos da
resposta imune, aumentando assim a resisténcia do hospedeiro a organismos
patogénicos (LYSLE et al., 1987; DANTZER & KELLEY, 1989, GROSS, 1972,
BLECHA, BARNY, KELLEY, 1982, CROISET et al., 1987).

A possibilidade de se produzir & controlar a ocorréncia do estressor €
um fator critico na influéncia do estresse sobre as fungdes fisioldgicas e
imunologicas. MINEKA & HANDERSEN (1985);, SANDI et al, (1992)
demonstraram que uma Unica sesséo de choque elétrico, do qual o animal néo
podia escapar aumentou o crescimento de tumor em ratos quando comparado
com animais aos quais foi dada a oportunidade de escapar do choque. Choque
inescapavel, mas n&0 o escapavel, também reduziu significativamente a
capacidade de rejeicdo de tumores (VISINTAINER, VOLPICELLY, SELIGMAN,
1982) e a resposta linfoproliferativa a lectinas (LAUNDENSLAGER st al,
1983).

As vias comuns de manifestacdo fisiolégica do estresse podem ser
corticosterdide-dependentes ou independentes. Na via dependente ocorre
estimulo da secregdo adrenccortical com conseqliente aumento nos niveis de

glicocorticoides e ativagdo do sistema nervoso simpatico com liberacéo de



catecolaminas (SAPOLSKY & DONNELLY, 1985, KHANSARI et al, 1990). Um
clarc exemplo do envolvimento de corticosterdides na imunocompeténcia foi
demonstrado por SAPOLSKY et al., 1985. Estes autores observaram que ratos
idosos secretam grandes quantidades de corticosterona e tornam-se mais
sensiveis aos efeitos tumorigenicos causados pelo estresse, quando
comparados com ratos jovens gque secretam quantidades menores do
horménio. Esta vulnerabilidade foi reproduzida em ratos jovens através do
aumento na resposta do eixo hipdfise-adrenal. Os mecanismos corticosterdide-
independentes podem ser estudados pela adrenalectomia ou injecdo de
metirapone, um inibidor enzimatico da sintese de corticosterdides. Estudos
realizados com macacos separados de suas maes na idade infantil,
demonstraram que a adrenalectomia ndo modificou as alteragdes funcionais
observadas em linfocitos e neutrdfilos desses animais (COE, ROSEMBERG,
LEVINE, 1988).

As catecolaminas séo os mediadores mais provaveis dos efeitos
imunolégicos corticosterdide-independentes do estresse, Estas moléculas
parecem influenciar certos processos imunoldgicos como a formacdo de
anticorpos e o aparecimento de marcadores de diferenciacdo nos linfocitos
(DANTZER et al, 1989). O estudo da fisiclogia dos sistemas nervoso e
imunolégico, tem mostrado uma série de semelhangas entre ambos. Esses
sisternas possuem receptores de membrana comuns e funcionam sob a agéo
de mecanismos auto-reguladores.

A modulagéo do sistema imunologico pelo sistema nervoso envolve
também a liberagclo de substancias analgésicas pelo sistema nervoso
simpatico e pela hipdfise, as chamadas peptideos opidides .

O sistema imunologico € composto de drgdos e populacSes celulares.
Entre os érgdos linféides primérios a medula dssea serve como sitio de origem
das células pluripotenciais das quais se originam as células do sistema
hamatopoético, incluindo as familias de células imunolégicamente ativas.
Portanto, € essencial que qualquer estudo sobre alteragdes no funcionamento

do sistema imunolbgico causadas por estimulos externos leve em conta as



possiveis modificagies no crescimento e diferenciacio destas células
pluripotenciais.

As primeiras técnicas para o crescimento in vitro destas células
precursoras da medula Ossea foram desenvolvidas por Bradley & Metcalf
(1966). Nestas cuituras uma Unica célula pluripotencial, em presenca de
fatores de crescimento especificos, forma uma coldnia de células-filhas
maduras. A utilizacdo destas técnicas de cultura clonal, além de permitir o
estudo do crescimento e diferenciacdo das células mielopoéticas, favorece a
detecgao dos diferentes graus de comprometimento celular apés estimulos que
alteram a homeostase do organismo.

Trabalhos realizados em nosso laboratdrio demonstram que o
crescimento e diferenciac8oc de precursores hematopoéticos constitui um
indicador sensivel dos efeitos de drogas e xenobibticos no processo de
miglopoese. Efeitos mielossupressores foram observados apés a
administracdo a camundongos de doses subtdxicas de chumbo. Este efeito
parece ocorrer por agdo direta do chumbo nas células precursoras, uma vez
que nenhuma alteracdo ocorreu nos niveis séricos de interleucinas
(BINCOLETO & QUEIROZ , 1996 ). Esta mielossupresséo explica, pelo menos
em parte, a diminuigdo na resisténcia a infeccdo em animais expostos ao
metal. Em outro estudo observamos que a administracdo in vivo de
deltametrina (inseticida do grupo piretréide) e/ou hidrocortisona também levou
a redugdo na resistencia a infecgBes com aumento de granuldcitos e
macréfagos na medula 0ssea sugerindo uma acgdo indireta da deltametrina via
cortex da supra-renal (QUEIROZ, 1993).

Nesse ftrabalho investigamos os efeitos diretos do estresse no
crescimento e diferenciagdo das células precursoras da medula dssea, através
do uso de um fator estimulador produzido a partir de baco de camundongo
{(SCM), que possui atividade multiestimuladora. O modelo para producdo de
estresse utilizado foi o de desamparo aprendido, que & um dos principais

modelos no estudo da etiologia e terapéutica da doenca mental, em especial a



depressdo (WILLNER, 1986, 1990; TEIXEIRA, 1995a; MIGUEL et al.,1994). Os
efeitos mielopogticos do estresse foram também investigados em animais
submetidos a adrenalectomia quimica através da administracdo de metirapone,
em animais onde se provocou a tolerdncia cruzada a morfina, por sua
administracdo crénica, com o antagonista opidide naltrexona, ¢ com ©

glicocorticoide sintético dexametasona.



lll. OBJETIVOS



O principal objetivo desse trabalho fol investigar os efeitos do estresse
no crescimento e diferenciacdo de células precursoras de medula dssea,
assim como identificar a participacdo do eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal
(HHA) nos efeitos mielopoéticos observados, através da administracéo de
dexametasona, metirapone, nalirexona e indugdo de toleréncia cruzada a
morfina.
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IV. MATERIAL E METODOS
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1- Animais

Para a realizacéo dos experimentos (in vivo) foram utilizados ratas da
linhagem Wistar com idade em torno de 90 dias pesando 180 + 20 g,
fornecidas pelo Biotério Central da Universidade Estadual de Campinas. Os
animais foram mantidos isolados por pelo menos 72 horas antes da realizagio
dos experimentos em sala climatizada com ciclo claro-escuro de 12 horas sob
temperatura ambiente constante de 2642° C, com alimentacao e agua
oferecidas ad fibitum. Os experimentos foram realizados em grupos de animais
submetidos aos seguintes tratamentos: a) animais controle, sem fratamento,
apenas isolados; b) animais apenas confinados no mesmo ambiente, e pelo
mesmo tempo que 0s animais que receberam chogues; c) animais que
receberam chogques: d) animais que receberam drogas (dexametasona,
metirapone, naltrexona ou morfina) @ a seguir os tratamentos conforme
descrito em a, b e ¢. Os estudos mielopoéticos foram realizados 24, 72 e 120

horas apds 0O estresse nos grupos iniciais e fixados posteriormente para 24
horas.

2- Tratamento

2.1- Modelo de depress&o

O modelo para producfio de estresse utilizado foi o de desamparo
aprendido. Este modelo compreendeu 4 grupos experimentais. Um grupo (CHE
- estressados) foi submetido a uma sess&o de chogues escapaveis, enguanto
outro grupo (CHI - deprimidos) foi submetido a choques inescapaveis. No
terceiro grupo o8 animais permaneceram no mMesmo ambienie apenas
confinados em outra caixa sem, no entanto, terem recebido choques (CF).

Como controle utilizamos animais sem qualquer tratamento (Controle).

12



2.1.1- Indugéo do estresse por choque

A producio do estresse foi realizada no laboratdric de
Psicofarmacologia do Departamente de Farmacologia da Unicamp, sob
orientacéo da Prof. Dra. Nancy Airoldi Teixeira. Para padronizagio do numero
de choques, realizamos alguns experimentos onde um grupo de animais
permaneceu apenas confinado (CF), um segundo grupo recebeu 60 chogues
com intensidade de 1 mA e com possibilidade de fuga (CHE) e, acoplado a
esse grupo, um outro recebeu a mesma densidade (tempo de chogueftempo
de sessio) de choques, mas sem possibilidade de fuga (CHI).

Os treinamentos foram realizados com a ajuda de 3 "shuttie box”. A
caixa de chogues do tipo "vai e vem” utilizada para ministrar os choques do
tipo escapavel (CHE - condicionamento de fuga), media 50x25x30 cm, com
tampa e parede frontal de acrilico transparente sendo dividida internamente
em 2 compartimentos iguais, separados por uma parede de aluminio. Esta
parede divisoria continha um orificio retangular de 7,5 cm de altura por 6,0 cm
de largura distante 8,0 cm acima do piso da caixa, 0 que permitia ©
deslocamento do animal de um compartimento ao outro (FARIA & TEIXEIRA,
1693). Cada compartimento continha 2 fotocélulas sensiveis ao movimento do
animal. O piso das caixas era composto por barras de latdo de 0,3 cm de
diametro, distantes 1,0 cm entre si, através dos quais 0s choques elétricos
foram liberados.

Os choques foram liberados automaticamente por um aparelho de
comando (ALBARSCH) programado para deflagrar 0s 60 chogues. A resposta
exigida do animal para o término de cada choque era a de saltar de um
compartimento ac outro, onde era deflagrado o proximo chogue. O intervalo
entre os chogues foi randémico variando de 5 a 25 segundos.

Para a sessdo de choques do tipo inescapavel (CHI - indugdo do
desamparo aprendido), utilizou-se uma caixa medindo 25x25x30 cm, sendo a
parede frontal de acrilico transparente e as outras de aluminio com tampa no
teto. O piso consistia de 15 barras de jatdo medindo 0,3 cm de espessura,
distartes 1,0 cm uma da outra, através das quais 08 80 choques inescapaveis
foram liberados. Os choques inescapaveis tiveram duracéo de 8 segundos

13



cada e intensidade de 1 mA e a sessao foi controlada por um microcomputador
(HERMINI et al., 1994). A duragao de 8 segundos de choque corresponde a
densidade idéntica ao grupo anterior (CHE). O intervalo entre os chogues
também variou de 5 a 25 segundos.

Para a realizacdo do confinamento (CF) utilizamos uma caixa idéntica
aquela descrita para o grupo inescapavel (CHI) sem acoplar a mesma aum
gerador de choques.

2.2 - Tratamento com dexametasona

A dexametasona & um glicocorticéide sintético conhecido por inibir a
liberagdo de ACTH e B endorfina pela pituitaria anterior, e bloquear a forma
opidide de analgesia no estresse induzido. Assim, estudamos o efeito
mielopoético do estresse em animais tratados, 2 horas antes do choque, com 1
ma/Kg de fosfato sodico de dexametasona (Decadron®, Merk Sharp & Dohme)
por injecéo intraperitoneal (MAC LENNAN et al., 1982). Os grupos de animais
foram divididos em: a) animal néo estressado (ST); b) animal confinado (CF) e
¢) animal estressado (CHI). O grupo controle recebeu salina 0,9% pela mesma

via de administracfo da droga.

2 3 - Adrenalectomia guimica

Tendo em vista que uma das principais vias da expressao do estresse
& através da liberagdo de corticosterbides da supra-renal, estudamos 08
efeitos mielopoéticos do esiresse em animais submetidos a adrenalectomia
quimica através da administracdo da droga metirapone (2-methyl-1,2-di-3-
pyridyl-1propanone, Sigmay).

Metirapone (0,5 mg/ml) foi dissolvido em agua destilada e consumido
pelos animais por 40 horas antes das sessbes de tratamento (NOGAMI &
TACHIBANA, 1993), atingindo a concentragéo de 47 mg/kg. Os animais foram
divididos em grupos como segue: a) animal recebeu metirapone e n&o foi
estressado (ST); b) animal recebeu metirapone e foi confinado (CF) e ¢) animal

recebeu metirapone e foi estressado (CHI). O animal Controle ingeriu agua.
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2.4 - Tratamento com naltrexona

A naltrexona antagoniza as agles dos opidides enddgenos que sao
mobilizados pela dor ou estresse. Assim observamos o efeito mielopoético do
estresse em animais que receberam cloreto de naltrexona (Sigma) na
concentracio de 8 mglkg por injecdo intraperitoneal 1 hora antes da secao de
chogques (MAIER et al., 1980). Os grupos de animais foram: a) animal recebeu
naltrexona e nao foi estressado (ST); b) animal recebeu nalirexona e foi
confinado (CF) e ¢) animal recebeu naltrexona e foi estressado (CHI). O animal
controle recebeu injecao de salina.

2.5 - Tratamento com morfina

A morfina pode causar imunosupresso em animais & humanos, e
assim € sugerido que receptores opidides podem estar envolvidos na
imunomodulacdo. Observamos o efeito mielopoético do estresse em animais
que receberam sulfato de morfina (Dimorf SP 10 mg) por injegdo subcutanea
na dose de 4mg/kg durante 6 dias administrada 3 vezes ao dia (&s 9:.00; 12:00
& 17:00 h), sendo a dose total diaria de 12 mg/Kg. O estresse foi aplicado no
sétimo dia, 18 horas apds a Ultima injecéo. Os animais foram separados em
quatro grupos: a) animal recebeu morfina e ndo foi estressado (ST); b) animal
recebeu morfina e foi confinado (CF) e c) animal recebeu morfina e foi
estressado (CHI). Os animais do grupo controle néo receberam qualguer

tratamento.

3- Padronizacdo de metodologia de cultura clonal de precursores

hematopoéticos da medula ossea {CFU-C)
O numero de células na cultura foi ajustado para possibilitar a

contagem das coldnias em cada placa de petri, e acertar a utilizacdo do fator
estimulador de crescimento (CSF) em concentragtes supramaximas.

15



3.1- Preparacio das células dos ratos para culfura:

Ao sacrificar o animal com éter e deslocamento cervical, limpou-se a
pele do animal com &lcool 70% e apés a exposigho do fémur, removeu-se a
cartilagem sobre o orificio na extremidade distal e cortou-se ¢ 0880 na juncéo
superior. A medula Ossea foi transferida com © auxilio de seringa e aguiha
para um tubo contendo meio de cultura e 0 tubo mantido no gelo. O numero de
células na suspensdo foi contado em cémara hemocitométrica apds diluicio
{1:10) das células em gosina 10%.

3.2- Determinacéo do nimero ideal das células na cultura:

Foram testadas as concenfragdes de 1 X 10* e 1 x 10° células por ml
de cultura. As células foram cultivadas em presenga de fator estimulador
especifico {(SCM) que regula o crescimento e diferenciagéo das células
precursoras hematopoéticas. As diluigbes testadas foram: 1:1; 1.2, 1.4, 1.8
1418: 1:32 e 1:64. O teste que apresentou melhores caracteristicas para
proporcionar um numero de colonias que melhor permitissem a sua
visualizacdio foi obtido utilizando-se a diluigéo do meio condicionado de células
esplénicas de 1:4 com a concentragéo de células de 1 x 10°. Os resultados das
titulagBes realizadas em cultura de 7 dias, estao apresentadas nas tabelas 1 e

2 no apéndice.

3.3~ Escolha do meio semi-solido:
Foi utilizado agar para a produgéo do meio semi-solido considerando
experimento realizado anteriormente neste laboratorio (BINCOLETO et al,

1996).

3.4- Descrigao da téenica para preparacéo das células em agar:
a) Contou-se o nimero de células na suspensao.
b) Preparou-se 0 meio mais agar:

30% de meio (DME-Difco) 2 x concentrado

20% de soro bovino fetal

50% de agar {0,6%)

16



__ ¢) Adicionou-se o volume apropriado de células quando o meio mais

agar estava a 37°C.

d) Ressuspendeu-se as células e distribuiu-se o volume de 1 ml em
cada placa de petri, que ja continha 0,1 mi do fator estimulador.

e) Distribuiu-se por toda a superficie da placa de petri.

f ) Deixou-se gelificar e incubou-se por 7 dias a 37° € com 10% de
CO,.

g) Contou-se o numero de coldnias.

3.5- Contagem de coldnias:

O nimero de coldnias por placa de petri foi determinado com o auxilio
de um microscopio de dissecgio com aumento de 40 vezes.

Para estudo morfologico as coldnias foram fixadas com giutaraldeido

2.5% (viv) e coradas com Luxol Fast Blue/ Hematoxilina.

4- Preparagéo do fator estimulador de crescimento de coldnias

(CSF)

4.1- Meio condicionado de células esplénicas (SCM:

Bacos de camundongos Balb/c foram removidos sob condigbes
assépticas e passados delicadamente através de peneira de ago inoxidavel
estéril. Preparou-se uma suspensio com 2 X 10° células/ml em meioc RPM! -
1640 (Difco) contendo 10% de soro humano inativado { 30 minutos a 56° C).

Adicionou-se ao meio 5 x10° M de M2 - Mercaptoetanol ( concentracio
final de 0,05 mi) de “pokeweed mitogen” por mi de meio.

Incubou-se por 7 dias em estufa imida contendo 10% de CO. no ar.

Centrifugou-se o sobrenadante e filtrou-se em filtros millipore.

A atividade funcional do CSF foi determinada através dos estimulos
produzidos sobre © crescimento clonal de células progenitoras

hematopoiéticas em meio semi-solido.
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5- Métodos estatisticos

Todas as variaveis de estudo rejeitaram a hipdtese de normalidade,
testada através do teste de Shapiro-Wilks, sendo necesséria a utilizacéo de
testes ndo-parameatricos.

Para testar se existia diferenca significativa entre os tratamentos (mais
de 2 tratamentos) foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis (bilateral) e,
posteriormente para testar se existia diferenga significativa entre dois
tratamentos dentro de cada grupo foi utilizado o teste de Mann-Whitney.

De uma maneira geral a hipétese testada foi se o nimero médio de
colénias apés o tratamento A era igual ao numerc de coldnias apés o
ratamento B. Em todas as medidas o o foi de 5% bicaudal, ou seja, s6 quando
a probabilidade foi menor que 0,05 as diferencas foram consideradas

significantes.
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V. RESULTADOS
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O estudo do crescimento e diferenciaggo de precursores
hematopoéticos da medula Gssea em ratos apenas confinados e em ratos
estressados por 60 choques aleatérios, de forma escapavel e ndo-escapéavel,
24 h apbs o tratamento, demonstrou um efeito supressor no numero de
precursores de granuidcitos e macréfagos da medula 6ssea, tanto nos animais
submetidos a chogues quanto nos animais apenas confinados, em relagéo aos
controles. (Figura 1, e, Tabela 3 no apéndice).

1 - Efeito mielossupressor 24, 72 e 120 h apds estresse:

Um efeito mielossupressor acentuado (p < 0,05 - Teste de Mann
Whitney) foi observado em culturas da medula 6ssea, iniciadas 24 h apos a
sessdo de choques ou confinamento em relagdo ac controle. Inicialmente
observamos reversdo do efeito mielossupressor do estresse no grupo CF apos
72 h e posteriormente no grupo CHI ap6s 120 h, demonstrando que © efeito
mielossupressor do estresse € reversivel. Os resultados estdo demonstrados
na figura 2, e, tabela 4 no apéndice. Diante desses resultados resolvemos
padronizar o intervalo de 24 h ap0s o tratamento para o inicio das culturas em

animais tratados com as drogas.

2 . Efeito do estresse ap6s hipofisectomia quimica pela administragdo

de alta dose de dexametasona:

Um efeito protetor contra a mielossupresséo foi tambem observado
ap6s a administracdo do glicocorticdide sintético dexametasona. Conforme
demonstrado na figura 3 essa protegado ocorreu tanto no grupe confinado
quanto no submetido a choques. Os valores estdo representados na tabela 5

do apéndice.
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3 - Efeito do estresse apts adrenalectomia quimica com metirapone:

QO estudo do efeilo do estresse, em animais submetidos a
adrenalectomia quimica através da administragio de metirapone demonstrou
gue nao ocorre reversdo ou potenciacho do efeito mielossupressor do choque
ou confinamento.

Por outro lado, a adrenaleciomia gquimica demonstrou causar efeito
mielossupressor em animais ndo submetidos a choques e n&o confinados
quando comparados com animais controle n&o tratados com metirapone.

Esses resultados estdo demonstrados na figura 4, e, tabela 6 no apéndice.
4 - Efeito do estresse apds a administracdo de naltrexona:

A administracdo de naltrexona proporcionou um efeito protetor da
mislossupressac causada pelo estresse e confinamento, conforme pode ser

observado na figura 5, g, tabela 7 no apéndice.
5 - Efeito do estresse apss indugdo de tolerancia cruzada a morfina:

Da mesma forma que com a naltrexona e dexametasona, a tolerancia
cruzada & morfina proporcionou protecdo contra o efeitc mielossupressor do
estresse. N&o observamos diferenca significativa no namero de células
formadoras de colénias nos animais submetidos a choques e confinados que
raceberam a morfina com relacdo aos animais controle. Estes resultados
podem ser observados na figura 6, e, tabela 8 no apendice.

Os dados das figuras representam a média e o desvio padrio, e 0s
valores estatisticos de U e p estio apresentados nas tabelas 3a, 4a, 5a, 6a, 7a

e 8a, no apéndice.
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CRUCFEMR X 10 4

Controle CF CHE CHi

Figura 1 - Namero de céiulas formadoras de colénias crug
famur x 10% em ratos confinados (CP), chocados com 60
chogues aleatdrios administrados de forma escapavel (CHE)
ou inescapavel (CHI) e controles (ndo confinados e ndo cho-
cados),*p<0,05 em relagdo ao controle.
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CFU-C/FEMLR x 10

24 h 72h 120 h

Figura 2 - Nimero de células formadoras de col6nias (CFU-C/

fémur x 10% em ratos apenas confinados (CF) [_], submetidos
a choques (CHI) [l , e controles [l 24, 72 e 120 h apés
tratamento. *p<0,05 em relacdo ao seu respectivo grupo controle.
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Controle CF CHI

Figura 3 - Ntimero de células formadoras de colénias (CFU-C/
Fémur x 10%) em ratos apenas confinados (CF), submetidos

a administracéo de 60 choques inescapaveis (CHI), ndo confinados
nem submetidos a choques (Controle), apés tratamento com
dexametasona. [l ndo tratado [ tratado.

*p<0,05 em relacio ao seu respectivo grupo controle.
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CFU-C/FEMUR X 0

Controle CF CHI

Figura 4 - Nimero de células formadoras de colénias (CFU-C/

fémur x 104) em ratos apenas confinados (CF), submetidos

a choques (CHI), ndo confinados nem submetidos a choques

(Controle), apés tratamento com metirapone. [l n&o tratado
I tratado. *p<0,05 em relagio ao seu respectivo controle.
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CFU-C/FBVLR x

Controle CF CHI

Figura 5 - Nimero de células formadoras de colénias (CFU-C/

famur x 10%) em ratos apenas confinados (CF), submetodos

a choques (CHI), ndo confinados nem submetidos a choques

(Controle), apos tratamento com naltrexona. B néo tratado
[ tratado. *p<0,05 em relacéo ao seu respectivo controle.
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CFU-C/FEMUR x10

Controle CF CHI

Figura 6 - Nimero de células formadoras de colonias (CFU-C/
famur x 10%) em ratos apenas confinados (CF), submetidos

a choques (CHI), ndo confinados nem submetidos a choques
(Controle), apos tratamento com morfina. [l no tratado
I tratado. *p<0,05 em relagéo ao seu respectivo controle.



VI. DISCUSSAO
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O sistema hematopoético é bastante sensivel as varias situagdes de
gstresse. Essa susceptibilidade esta relacionada as demandas fisiologicas
para uma renovacdo celular rapida e exensiva. Portanto, populagbes de
células primitivas da medula 6ssea sdo capazes de se auto-renovar, proliferar
e diferenciar para suprir essas necessidades do organismo. Neste trabalho,
células precursoras hematopoéticas de animais estressados, foram
imobilizadas em meio semi-sélido e estimuladas por fatores especificos para
formar coldnias de células hematopoéticas maduras,

Estresse e uma variedade de outras doencas, principalmente doencgas
afetivas, estdo cada vez mais associadas com imunossupressdo. Que o
estresse fisico pode predispor a doengas, é conhecido ha séculos, mas,
apenas recentemente airaiu a ateng@o da comunidade cientifica em geral.
Esse interesse cientifico recente na influéncia do estresse nas fungbes
imunolégicas resultou na emergéncia de uma nova area de pesquisa,
designada psiconeuroimunologia.

Estudos pioneiros (CANNON, 1914; SELYE, 1956; HOLMS & RAHE,
1967), demonstraram um aumento na ocorréncia de doengas apds mudancas
drasticas na vida. Apesar das dificuldades metodologicas associadas com a
quantificacdo do estresse e com a associagdo do estresse e o nicio da
doencga, o conceito do impacto do estresse na susceptibilidade a varias
doencas é bastante aceito. No entanto, é necessario esclarecer o mecanismo
pelo qual fatores psicolégicos e estresse fisico, sdo traduzidos em mudangas
imunopatologicas que aumentam a susceptibilidade a doengas e precedem a
manifestacéo de sintomas clinicos.

O sistema nervoso é capaz de modular o sistema imunocldgico atraves
do eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenal por mecanismos neuronais & hormonais.
O fator liberador de corticotrofina (CRF) do hipotalamo controla a liberagéo de
corticotrofina (ACTH) que estimula a sintese e a liberagdo de glicocorticoides
do cortex supra-renal. Alguns estudos tem mostrado que © hormonio
glicocorticide diminui a produgdo de citocinas. Pela glandula hipéfise s&o
liberados os peptideos opidides, juntamente com a adrenalina o CRF/ACTH.

29



Tanto os peptideos opidides (endorfinas, encefalinas e dinorfinas) quanto o
ACTH s3o oriundos da pré-opiomelanoccortina (POMC) e portanto suas
estruturas moleculares sdo parecidas. Da mesma forma, o o interferon tambeém
possul estrutura e efeitos similares ao ACTH e aos peptideos opidides,
estimulando também a producdo e secrecao do hormbnio glicocorticOide &
promovendo a analgesia. Os linfécitos também s&o capazes de secretar tanto
o ACTH quanto o « interferon e a B endorfina mostrando que a interagé@o do
sistema nervoso & do sisterna imunoldgico se faz de forma multidirecional
(BONAMIN, 1994).

Trabalhos realizados demonstraram a sensibilidade do modelo de
desamparo aprendido aos tratamentos clinicamente eficazes nos casos de
depressdo (WILLNER, 1986, 1990). Animais submetidos a choques
inescapaveis demonstraram dificuldade de escape em situagbes onde a fuga
era possivel (MAIER, 1986). Além disso chogues inescapaveis promovem uma
analgesia de longa duragdo mediada por mecanismo opidide (TEIXEIRA,
PEREIRA, E HERMINI, 1995b; JACKSON, LOON, MAIER, 1979). MIGUEL, et
al., 1994, observaram uma inibic8o significativa na migracéo de leucocitos,
revertida pelo tratamento com litio, em animais deprimidos (CHi). Neste
sentido, nossos resultados obtidos em ratos submetidos a depresséo através
do modelo de desamparo aprendido, demonstram um efeito supressor do
esiresse sobre o crescimento & diferenciaco de precursores hematopoiéticos
da medula 6ssea, os quais s&0 responsaveis pelo suprimento das celulas
maduras do sistema imunologico. Através da metodologia para o crescimento e
diferenciacdo desses precursores Jn  vitro  pudemos observar um
comprometimento reversivel na biologia de formagdo dessas células em
animais estressados.

No estresse ocorre liberacdo concomitante de corticdide e fatores
hipotalamicos-hipofisarios (CRF/ACTH e B endorfina). Com a administracao de
alta dose do glicocorticéide sintético dexametasona ocorre redugéo dos fatores
hipotalamicos por feedback negativo. Este efeito mimetiza uma hipofisectomia
referente ao eixo HHA. Nossos resultados demonstraram que a dexametasona

promove uma protecdo aos efeitos mielossupressores do estresse. Diante
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disso, concluimos que o efeito de mielossupressao do estresse nido seria
devido a0 aumento na liberacao de glicocorticoides provocada pelo estresse.
Suspeitamos entdo que a depressac imune provocada pelo estresse devia ser
causada pelo aumento na liberagdo dos fatores hipotalamicos e que os
mesmos pudessem ter sido suprimidos pela droga. A administracao da droga
metirapone promove uma reducgdo de corticosterona circulante & um
conseqlente aumento de CRF, ACTH e [ endorfina por feedback positivo.
Nossos resultados demonstraram uma reducBo na proliferagéo das células
precursoras da medula dssea nos animais controle, mas ndo houve
modificacdo nagueles animais submetidos ao estresse. Observamos entéo
que, em nossas condighes experimentais, a auséncia de corticoide afeta a
imunidade basal. Como a depresséo do controle provocada pelo metirapone
foi da mesma magnitude daquela provocada pelo estresse, e, no estresse ndo
ocorre queda na liberacBo do corticdide, foi reforgada a hiptese de que a
mielossupresso causada pelo estresse possa ocorrer devido aos fatores
hipotalamicos estarem presentes em maior quantidade. Estes resultados
indicam que a ativagdo do eixo HHA, com a manutencéo de sua homeostasia,
tem uma importante funcdo na protegdo contra os efeitos mielossupressores
do estresse. Muitos neuropeptideos, neurctransmissores e horménios como
ACTH e B endorfina tém sido implicados na imunomodulacéo e, embora a
patofisiologia da imunossupress@o pelo estresse nao esteja clara, alguns
trabalhos demonstraram que © CRF e interleucina-1 (IL-1) agem de forma
essencial no prejuizo da funcdo imune apbds o estresse (JAIN et al, 1991;
AUDHYA et al,, 1991, SAPERSTEIN et al.,1992).

Varios estudos tem demonstrade a importncia dos sistemas
neurotransmissores na regulac@o das funcdes enddcrinas. Alguns estudos
sugerem que catecolaminas e acetilcolina estimulam as fungdes imunologicas,
enquanto que neurotransmissores serotoninérgicos e opidides tém efeito
inibitério sobre a resposta imune (HALL & GOLDSTEIN, 1981).

O efeito imunossupressor da morfina € bem documentado. A
administracdo cronica de morfina produz depressdo na resposta imunocelular,
reducdo no peso do timo, reducdo na produgho de células formadoras de
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articorpos e na produgio de interleucina-2 (iL-2), (PERITT, HOLADAY,
BRYANT, 1988). Todos estes efeitos s&o revertidos pela administragdo de
naltrexona.

Nossos resultados mostraram também uma revers@o da
mielossupress8o causada pelo estresse apds bloqueio dos receptores
opidides com © antagonista'naitrexona. Estes resultados foram observados
também apbs a suspenséo da administragdo de morfina em animais tratados
cronicamente com a droga. Esta supressdo leva a umn quadro de tolerancia
cruzada que é semelhante a uma anergia de receptores opidides, onde 0s
opidides liberados endbgenamente (pelo estresse) enconiram menor numero
de receptores ou receptores menos sensiveis, quadro portanto semelhante a
administragio do antagonista. Portanto, estes resultados indicam que o efeito
supressor do estresse sobre o crescimento e diferenciagdo dos precursores
hematopoiéticos é mediado, em grande parte, pelos receptores opioides. Com
a administragdo de naltrexona e morfina ndo ocorre mudanca nos niveis
sistémicos de corticoide, CRF e ACTH, porém ocorre reducao na agéo das f
endorfinas.

Roy et al. (1991), demonstraram que a administrac&o de naloxona e
morfina a camundongos n&o provocou alteragfes na mieloproliferacdo em
culturas de células estimuladas com fator estimulador de coldnias para
granuiécito e macréfago (GM-CSF), mas a morfina comprometeu a proliferacéo
quando foi utilizado o fator estimulador de colbnias para macréfago (M-CSF).

Os nossos resultados demonstram claramente que a mielossupressao
observada é mediada principalmente por receptores opidides, uma vez que 0
blogqueic desses receptores com o antagonista ou a inducdo de toleraéncia
cruzada dos receptores & morfina reverteram este efeito mielossupressor do
estresse. Neste sentido, foi demonstrado na literatura que a indugao de
imunossupress3o inibe o desenvolvimento de tolerancia e dependéncia fisica a
morfina (MEISHERI & ISOM, 1978; DOUGHERTY, HARPER, DAFNY, 1888),
reforcando a suposta interdependéncia entre sistema imune e opidide.

No animal apenas estressado parece ocorrer uma preponderancia da

via opidide, 0 que se manifesta no nosso modelo atraves de mielossupressao,
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O estresse libera grandes guantidades de B endorfinas as quais sao
responsaveis pela depressdo imunologica. Esta depressao foi revertida neste
trabalho por hipofisectomia quimica ou pela ag&o das §§ endorfinas com 0 uso
de um antagonista opidide ou pela indugéo de subsensibilidade dos receptores

para opidides.
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Vil. CONCLUSOES
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O presente estudo sobre os efeitos do estresse na proliferagéo e

diferenciacdo das células precursoras da medula 6ssea permite concluir que:

1) Existe depress&o imune frente ao estresse, porém néo € gualquer
estresse que age de maneira mielossupressora. 1sso ocorre apenas quando o
estresse & inevitdvel e o animal ndc consegue fugir. Assim, o efeito
mielossupressor do estresse foi significativo no caso dos animais confinados

(CF) e submetidos a choques de maneira inescapavel (CHI).

2) Observamos que o efeito mielossupressor do estresse nestes
grupos é reversivel, sendo que a reversio no grupo apenas confinado ocorreu

72 h apds o choque e no grupo CHI apds 120 horas.
3) Os nossos estudos demonstraram:

a) Dose alta de corticoide reverte a mielossupressdo e nao afeta os

animais controle.

b} Através do blogueio quimico da supra-renal com metirapone o
hipotalamo é estimulado a aumentar sua produco de CRF e § endorfinas.
Esta situagdo ndo alterou a atividade mielossupressora ja deprimida do animal
esiressado. No entanto, no animal controle observamos uma depress&o na
resposta mielossupressora demonstrando a importéncia da presenca de

corticoides na resposta imune basal.

c) Da mesma forma o bloqueio da agdo dos opidides através do
antagonista naltrexona ou da indugdo da tolerancia cruzada pela moriina
também reverteu o quadro mielossupressor demonstrande desta forma que o
efeito imunossupressor do estresse é decorrente do aumento na liberacéo de §

endorfinas hipotaldmicas-hipofisarias.
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ViIl. APENDICE
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Tabela 1- NUmero de coldnias obtidas em cultura de 7 dias, em presenca de
meio condicionado de células espiénicas (SCM), com a concentracéo de 1 x
10* células por ml de cultura.

DILUICAO DO MEIO CONDICIONADO

1:2 1:4 1:8 1:16 1:32
9 4 3 2 2

14 8 5 - -

20 16 5 4 -

Tabela 2 - NGmero de colonias obtidas em cultura de 7 dias, em presenca de
meio condicionado de células esplénicas (SCM), com a concentracio de 1 x
10° células por mi de cultura.

DILUICAO DO MEIO CONDICIONADO

11 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32
210 176 132 54 27 10
243 171 89 59 22 9
221 185 88 52 16 16
236 200 122 46 17 5
224 217 116 68 26 10

- 168 106 50 11 5
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Tabela 3- Numero de células formadoras de coldnias (CFU-C/fémur x 10Y) em
ratos confinados {CF), submetidos 60 choques aleatdrios administrados de
forma escapave! (CHE) ou inescapavel (CHI) e controle (n&o confinados e nao
submetidos a choques), 24 horas apos o tratamento.

Animal Controle CF CHE CHi
1 3,2 1,2 0,2 0,8
2 3.7 2,7 3,2 23
3 3,5 1,9 1,3 0,8
4 4.4 22 59 0,7
5 6,2 2,8 3,3 5,5
8 56 3,4 43 2.3
Média 4,4 2,3 3,0 2,0
Desvio 1,2 0,7 2,0 1,8
Padrao
Tabela 3a - Dados estatisticos dos testes de Mann-Whitney.
U P
Controle/CF 35 0,004
Controle/CHE 26,5 0,17
Controle/CHI 32 0,02
CFICHE 23 0,48
CF/CHI 24 0,39
CHIICHE 24 0,39
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Tabela 4 - Numero de células formadoras de coldnias (CFU-Cémur x 10%,em
ratos apenas confinados (CF), submetidos a 60 choques inescapaveis de 8
segundos cada (CHI), e controle, ndo confinados e n&o submetidos a choques,
{C), 24, 72 e 120 h apods tratamento.

24 horas 72 horas 120 horas

Animali C CF CHI C CF CHI C CF CHI

1 6,0 1,3 131 60 7.7 0,1 2.1 2,1

1

47

2 7,0 4,1 1,7 1 441 1.3 0,3 8,1 4.7 3,5

3 1.1 0,8 | 601 2,4 0,9 1,4 3.6 3.4 0,5

4 1,6 16 | 007 | 53 2,9 1,8 1.6 1,5 56

5 6,3 0,7 2,1 2,2 3,3 1,2 - - -

6 25 1 06 | i1 36 | 1.7 | 04 | - - -

Meédia | 4,0 1,5 1,0 3,9 2,9 0,8 3,8 2,9 3,5

Desvio| 2,6 1,3 0,8 1.5 24 0,6 2.9 1.4 2,2
Padrao

Tabela 4a - Dados estatisticos dos testes de Mann-Whitney,

24 horas 72 horas 120 horas
CICF U 30,5 10 ussh
p 0,04 p 0,24 p 0,63
CICHI U305 Uao U8
p 0,04 p 0,002 p 1,00
CFICHI U195 Us U105
p 0,70 p 0,064 p 0,46
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Tabela 5 - NUmero de células formadoras de coltnias (CFU-C/fémur x 10%) em
ratos apenas confinados (CF), submetidos a 60 chogues inescapaveis da 8
segundos cada {CHI) e controle {(ndo confinados e ndo submetidos a choques)
apds tratamento ou ndo com a droga dexametasona.

Controle CF CHI
Animal NAO TRATADO NAO TRATADO NAO TRATADO
TRATADO TRATADO TRATADO
1 6,2 3,1 1,3 45 1,3 55
2 48 3,1 41 58 1,7 7.8
3 48 4.4 0,9 472 0,01 45
4 6,7 47 1,6 6.4 0,07 7.3
5 5.1 47 0,7 54 2.1 586
8 52 7.5 0.6 7,5 1,1 8,3
Média 5,4 4.5 1,5 5,6 1,0 6,6
Desvio 0,7 1,6 1,3 1,2 0.8 1,7
Padréo
Tabela 5a - Dados estatisticos dos testes de Mann-Whitney.
Controle CF CHI
néo tratado/ nao tratado/ nao tratado/
tratado tratado tratado
30 36 36
0,06 0,002 0,002
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Tabela 6 - Numero de células formadoras de coldnias (CFU-Cémur x 10%) em
ratos apenas confinados (CF), submetidos a 60 choques de 8 segundos cada
(CHI} e controle (ndo confinados & nado submetidos a chogues) apds
tratamento ou n&o com a droga metirapone.

Controle CF CHI
Animal NAO | TRATADO| NAO |TRATADO| NAO | TRATADO
TRATADO TRATADO TRATADO
1 3.0 0,3 1,3 0,0 1,3 0,8
2 2,7 0,8 4.1 2.8 1.7 0,8
3 6,3 2.6 0,9 3,5 0,01 5,0
4 7.6 2.1 1.6 7,0 0,07 3,0
5 6,4 50 0,7 4,9 2,1 41
6 1.3 0,98 0,6 1,4 1,1 27
7 2,4 0.1 - - - 1,2
8 3,5 0,9 - - - 1,6
Média 4,1 1,5 1,5 3,2 1,0 24
Desvio 2,2 1,6 1,3 24 0,8 1,5
Padrao

Tabela 6a - Dados estatisticos dos {estes de Mann-Whitney.

Controle CF CHi
néo tratado/ néo tratado/ nao tratado/
tratado fratado fratado
U 56 26 35
p 0,01 0,24 0,18
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Tabela 7 - Numero de células formadoras de coldnias (CFU-C/fémur x 10%) em
ratos apenas confinados (CF), submetidos a 60 chogues inescapaveis de 8

segundos cada (CHI e controle (n&o confinados e ndo submetidos a chogues)
apds tratamento ou n50 com a droga naltrexona.

Controle CF CHI
Animal NAO | TRATADO!| NAO |TRATADO| NAO [ TRATADO
TRATADO TRATADO TRATADO
1 5,4 7.2 1,3 3,2 1,3 59
2 6,1 54 41 42 1.7 55
3 48 6,9 0.9 8,0 0,01 10,8
4 6,6 10,8 1,6 81 0,07 7,5
5 8,7 2,7 0,7 53 2,1 45
6 7,0 9,7 0,6 6,3 1.1 13,1
Média 6.4 7.1 1,5 58 1,0 7.8
Desvio 1,3 2,9 1.3 1,9 0,8 3.3
Padrao
Tabela 7a - Dados estatisticos dos testes de Mann-Whitney.
Controle CF CHI
nao tratado/ néo tratado/ nao tratado/
tratado tratado tratado
225 35 36
0,44 0,004 0,002
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Tabela 8 - Nimero de células formadoras de colénias (CFU-C/fémur x 10%) em
ratos apenas confinados (CF), submetidos a 60 chogues inescapaveis de 8
segundos cada (CHI) e controle (ndo confinados e n&o submetidos a choques)
apds tratamento ou ndo com a droga morfina.

Controle CF CHI
Animal NAO TRATADG NAQ TRATADO NAO TRATADO
TRATADO TRATADO TRATADO

1 50 14,3 1,3 7.4 1,3 6,1

2 8,3 8,1 1,6 56 1,7 99

3 59 45 0,7 6,9 0,07 11,8

4 7.5 7,0 0,8 6,3 1.1 10,6
Média 6,6 7.9 1,0 6,5 1,0 9,6
Desvio 1.4 4.3 0,4 0,7 0,6 2,4
Padrio

Tabela 8a - Dados estatisticos dos testes de Mann-Whitney.

Controle CF CHI
ndo tratado/ nao tratadof ndo tratado/
fratado tratado fratado
) 8 16 16
p 1,00 0,02 0,02
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IX. SUMMARY

44



in this work we have investigated the growth and differentiation of bone
marrow stem cells after stress induced by the learned helplessness model.

Female Wistar rats weighing 180 + 20 g were divided into four groups:
Control Group; Confined Group (CF); Stressed Group (CHE) - received 60
escapable shocks of 1 mA with random interval between 5 to 25 seconds
determinated by the escape of the animal; and Helpless Group (CHI) -
received inescapable shocks in the same intensity and frequency given to the
CHE group.

Twenty-four hours later, the bone marrow was collected and the colony
forming cells (CFU-C) studied by the technique for the clonal culture of
hematopoietic cells in semi-solid medium.

In the animals of the groups CHI and CF, CFU-C numbers were
reversibly reduced.

We have also studied the role of the hypothalamic-pituitary-adrenal
axis in the above response using in the groups CHI, CF and Control, the drugs
metyraponie which inhibits the synthesis of corticosteroids (0 or 47 mg/Kg/day)
or dexamethasone (0 or 1 mg/Kg). The involvement of opioid receptors was
investigated using naitrexone {0 or 8 mg/Kg) or induced cross-tolerance to
morphine (0 or 12 mg/Kg/day).

The administration of metyrapone reduced the number of CFU-C in the
controf group, whereas in the CHI and CF group we observed the same pattern
of mielossupression observed previously. On the other hand, the administration
of dexamethasone protected against the mielossupression induced by the
stress. Similarly, the same protection was observed after blockade of opioid
receptors with the antagonist naltrexone and after the interruption of the
chronic morphine administration.

We therefore conclude that the protection against mielossuppression
induced by stress depends on the integrity of the hypothalamic pituitary axis.
On the other hand, the endorphins lead to mielossuppression which is reverted
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by the use of antagonists or by the reduced liberation of pituitary hypothalamic

factors, induced by high levels of corticosteroids,
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