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ABREVIAQ{")ES
ACTH = Horménio estimulante do cortex adrenal ou
corticotrofina
ADX = Adrenalectomia
CRH = Hormdnio liberador de corticotrofina
GIF = Fator de aumento de glicocorticdides
GH = Horménio de crescimento
L..F. = Lesao de fimbria hipocampal
L.HPC = Lesdo de parte do hipocampo
L.M. = Lesao mista
MME = Meio minimo essencial
PBS = Salina tamponada com fosfato
PFC = Células formadoras de placas
PRL = Prolactina
SBF = Soro bovino fetal
TSH = Hormdénio estimulante da tirdide
VIP = Peptideo intestinal vasoativo



I. INTRODUGAO
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Os organismos pluricelulares dependem, para
sua Ssobrevivéncia, de um "meio interno" de composigac
constante. Esta dependéncia aumenta a medida em gue os seres
vivos evoluem na escala zoolodgica, até chegarmos ao homem,
onde o eguilibrio dos mecanismos homeostaticos é vital para
a sua sobrevida. Na sua interacdo com o meic ambiente, o
organismo sofre agressfes que tendem a desequilibrar estes
mecanismos. Neste particular o sistema imune tem um papel
dos mais importantes, pois pode defender o organisme contra
os mals diferentes tipos de substincias estranhas, tanto
externas como internas, contribuindo de um modo decisivo
para a manutencdo da constédncia e integridade das células e
dos tecidos do organismo. Assim, considera~se improvavel gue
o sistema imune possa funcionar de uma maneira auténoma, bem
como todos o©0s mecanismos homeostaticos, e, portanto,
conclui~se que ele também esteja integradec a um controle
central composto, entre outros, pelo sistema neurcendocrino
(BESEDOVSKY, DEL REY & SORKIN, 1985).

0 alto grau de versatilidade do sistema imune
e do sistema nervoso central sugere uma complexa rede, due
envolve diferentes tipos e estruturas celulares, capazes de
emitir e receber sinais bidirecionais (BESEDOVSKY et al,
1985). A existéncia de uma rede de imunoregulacgao
neuroendocrina, a qual tem sido demonstrada principalmente
nos trabalhos de BESEDOVSKY et al (1977), sugere gue o©
sistema imune funcione como um érgaoc sensor que, ao detectar

antigenos externos ou proprios~alterados, informa ao sistema
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nervosc central sobre os diferentes tipos de estimulos
recebidos. Seguindo este processo, o cérebro, ou mecanismos
dele dependentes, pode ou nao responder, emitindo sinais
regulatorios. Portanto, a regulagido do sistema imune pode
ser © resultado final da integracao de sinais
neuroendocrinos externos e de mecanismos imunologicos
autoregulatoérios (rede idiotipica, células auxiliadoras/
supressoras, linfocinas e monocinas regulatdérias, etc)
{BESEDOVSKY et al, 1985).

A base molecular para a comunicagao entre
estes dois sistemas se inicia peloe fato de hormdnics e
neurotransmissores estarem presentes no micro-ambiente,
envolvendo as células imunocompetentes , gue, por sua vez,
expressam receptores para estes agentes (WEIGENT & BLALOCK,
1987). A partir disso, inumeras evidéncias tém =sido
propostas, demonstrando esta correlacao entre os sistemas

imune e neurcenddcrino.

1. ACAO DE HORMONIOS NEUROENDOCRINOS SOB O
SISTEMA IMUNE.

Muitos dados experimentais mostram gue, como
todas as ceélulas do organismo, as células do sistema imune
dependem né&o s6 das propriedades anatdmicas, fisioldgicas e
biogquimicas dos tecidos 1linféides, mas também de uma
variedade de componentes celulares ou moleculares presentes

no micro-ambiente que rodeia as células do sistema imune

(JANKOVIC & ISAKOVIC, 1973).
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Dentre os elementos moleculares gue rodeiam
as ceélulas linfoides, os horménios e os neurcopeptideos,
componentes deste micro-ambiente, sao apontados como um dos
principais fatores a influenciar a proliferacao,
diferenciagéo, crescimento, maturacao e desempenho do tecido
linféide (PIERPAOLI, FABRIS & SORKIN, 1970) .

Neuropeptideos, presentes no sistema nervosoc
central e periférico, modulam algumas funcbes das células
sistema imune, como a substdncia P e a somatostatina sobre
os linfécitos, macrofagos e polimorfonucleares (PAYAN &
GOETZL, 1985) e o peptideo intestinal wvasoative (VIP), gue
pode inibir a resposta & estimulacgdo mitogénica e regular a
migracado de linfécitos (O’DORISIO, WOOD & O’DORISIO, 1985).

Dentre os hormdonios adeno-hipofisdrios, se
destacam: a) © hormbnioc de crescimento (GH), por apresentar
atividade timotrdpica (PIERPAOLI et al, 1970), por ter
importancia no crescimento e funcdc do timo durante a
ontogenia do sistema imune de mamiferos (SORKIN et al, 1972)
e no desenvolvimento de resposta imune dependente de células
T (KIESS et al, 1983 e SNOW, 1985) e b) a prolactina (PRL),
por restaurar a resposta imune em ratos hipofisectomizados
(BERCZI et al, 1981). Ja entre os hormdnios neuro-
hipofisarios, se encontram a vasopressina e a ocitocina, que
sao capazes de substituir a funcdc da Interleucina-2 na

estimulacac da produgdc de interferon (JOHNSON & TORRES,

1985) .
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Perifericamente, dentre os hormdénios gue
influenciam a atividade e o desempenho do sistema imune,
estdo: a tiroxina, por acelerar a regeneracdo do tecido
linféide (WHITE, 1970) e, -untamente com o GH, restaurar a
produg¢ac de anticorpos em camundongos com hipotiroidismc
hereditario (PIERPAOLI et al, 19%69) e os esterdides sexuais
(PAAVONEM, ANDERSON & ADLERCREUTZ, 1981 e GROSSMAN, 1985).

Mas, de todos eles, o8 corticosterdides sao
os  gue apresentam a maior influéncia. Estes causam
linfopenia por lise ou redistribuicido do pool periferico
(CLAMAN, 1975 e FAUCI, 1975), além de modular as diferentes
fungdes das células imunocompetentes. Eles inibem a producgao
de Interleucina-2 (HORST & FLAD, 1987), Interleucina-l e a
expressao de moléculas Ia na superficie de macrdéfagos,
modulando a resposta imune nos seus primeiros estagios de
indugéo, ou seja, na apresentacadc antigénica (SNYDER &
UNANUE, 1982). Nos linfocitos T, eles exercem varios efeitos
inibitérios, como na sua proliferacdo, na producgdo do fator
de crescimento de células T (TCGF) (GILLIS, éRABTREE &
SMITH, 1979) e 1linfocinas (WAHL, ALTMAN & ROSENSTREICH,
1975). Ja nos‘linfécitos B, os corticosterdéides demonstram
modular diferentes fases da ativacao, proliferacdo e
diferenciagéo destas células (CUPPS et al, 1985). Um tipo de
experimento que evidencia a importancia dos corticosterdides
no sistema imune ¢é a adrenalectomia, gque em ratos e

camundongos, aumenta a proliferagdo do tecido 1linfdide

(GUNN et al, 1970 ).



2. CELULAS IMUROCOMPETENTES LIBERAM MENSAGEIROSE
QUE AFETAM MECANIEMOS NEUROENDOCRINOS.

Seguindo o conceito de comunicacao
bidirecional entre os sistemas neurocenddcrino e imune,
parece claro dque o sistema imune também pode originar
informag¢des gue chegam ao sistema nervoso central.

Entre os mensageiros liberados pelo sistema
imune, tem sido demonstrado um fator que causa aumentc de
secregao de glicocorticdides (GIF), produzido por células
linfdides estimuladas, agindo a nivel do eixo hipotalamo-
hipdofise (BESEDOVSKY et al, 1985).

Além deste, a Interleucina-~l (BESEDOVSKY et
al, 1986 e SAPOLSKY et al, 1987) e certas timosinas (HALL et
al, 1985) também sao capazes de interagir principalmente com
o eixo hipotalamo-hipdéfise-adrenal.

Varias evidéncias demonstram gque células
linfoéides podem também produzir hormdénios biologicamente
ativos, como ACTH, endorfinas e hormdnioc estimulante da
tirdide (BLALOCK, McMENAMIN & SMITH, 1985 e. SMITH,

McMENAMIN & BLALOCK, 1985 e WEIGENT & BLALOCK, 1987).

3. MECANISMOS DE NEURO-IMUNCREGULAQﬁO.

Os mecanismos de neuro-imunoregulacac podem
ser baseados na identificaclo de canais de informacgdo entre
células imunocompetentes e sistema neuroenddcrinoc.

2 base funcional do eguilibrioc de 1interacoes

imuno-neurcendécrinas tem como principal objetivo o aumento



da imunoespecificidade de uma resposta pela supressao de
eventos celulares de pouca ou nenhuma especificidade, alén
de influenciar nos mecanismos de tolerancia e na funcao dos
monocitos/macréfagos (BESEDOVSKY & SORKIN, 1977).

Como a resposta imune & um fendmeno temporal,
sua regulagaoc extrinseca, necessariamente deve ser refletida
em mudangas enddécrinas e nervosas temporais.
Experimentalmente, em ratos e camundongos, um estimulo
antigénico provoca -além do aumento de IgM-PFC anti-hemacias
de carneiro- uma série de outras alteracdes, como por
exemplo: uma resposta hormonal, caracterizada peloc aumento
dos niveis de corticosterona e diminuicdo de tiroxina
circulantes (BESEDOVSKY et al, 1975); um aumento da
atividade elétrica de neurdnios do hipotalamo (BESEDOVSKY et
al, 1977) e a diminuicio da sintese de noradrenalina nessa

mesma estrututra (BESEDOVSKY et al, 1983).

3.1. CIRCUITO IMUNOREGULATORIC INTEGRADO A
NIVEL DO EIXO HIPOTALAMO-HIPOFISE-ADRENAL.

Como j& fol discutido anteriormente, € bemn
conhecido o efeito dos horménios glicocorticéides sobre os
miltiplos eventos da imunidade.

Numa resposta imune, apoés estimulacao
antigénica, o aumento nos niveis de glicocorticdides e
observado concomitantemente ao aumento da resposta imune
(BESEDOVSKY et al, 1875). 0Os niveis alcancados sao

imunossupressores e também sdoc capazes de suprimir resposta



a antigenos nao-relacionados (BESEDOVSKY, DEL REY & SORKIN,
1985).

Este nivel de comunicagao parece ter sido
alcangadoe atraves da agao do GIF, produzido durante a
resposta imune pelas células imunocompetentes, agindo na
adeno-hipdéfise e estimulando o aumento da producao de ACTH
e, conseguentemente, aumentande a sintese e liberacao de
hormdénios adrenocorticais (BESEDOVSKY et al, 1985).

Outro modo de ocorrer este aumento de
glicocorticdéides se baseia no fate de que células
imunocompetentes, estimuladas com certos tipos de antigenos,
produzem um peptideo que possui peso molecular,
antigenicidade e com mesma atividade bioldgica, agindo sobre
o elxo hipéfise-adrenal da mesma maneira que o ACTH derivadc

da adeno-hipofise (WEIGENT & BLALOCK, 1987).

3.2. IMUNOREGULACAO SIMPATICA.

Indmeros estudos histoquinicos tém
demonstrado a presenga de fibras nervosas autbénomas no
parénguima do timo, bacgo, linfoncodos, medula ¢6ssea e outros
tecidos linféides, sendo que suas terminacgdes estéo
presentes ndo so6 ao redor dos vasos sanguineos, mas também
entre os linfécitos (FELTEN et al, 1985 e 1987).

A liberacdoc de noradrenalina no tecido
linfdéide pode: 1) agir diretamente nos receptores de
superficie de 1linfdécitos e macréfagos; 2) influenciar a

producdo ou liberacac de moléculas biocativas pelas células
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acessorias; 3) modular moléculas como linfocinas, hormonios
e outros neurotransmissores e 4) afetar outros eventos como
fluxo sangulineo, permeabilidade wvascular e trafego de
linfdécites (FELTEN et al, 1985).

BESEDOVSKY et al (1979} demonstraram gue a
destruicdo desta inervacdo simpatica resulta num aumento
significativo da resposta imune. Estes dados, juntamente com
a constatacao da diminuigdo do conteudo de noradrenalina nos
orgaos linféides durante a manutencdo da resposta imune
estimulada antigenicamente (DEL REY et al, 1981), demonstram
a influéncia imunossupressora da inervagdo simpatica em
érgaos linféides, suportandeo o conceito de gue o sistema

simpatico tem importante participacdc na imunoregulacgaoc.

3.3. IMUNOREGULACAO  INTEGRADA 2  NIVEL
HIPOTALAMICO.

No estudo das interacdes imune-
neuroendoécrinas, a grande maioria dos trabalhos publicades
descrevem © hipotdlamo como a estrutura do sistema nervoso
central mais importante nos mecanismos dessas interacées.
Experimentalmente, 1lesdes no hipotalamo anterior causan
alteragdées no sistema imune, via eixo hipdfise-adrenal;
dentre elas estao a inibicac da producédo de anticorpos anti-
ovalbumina (TYREY & NALBANDOV, 1972}, mudancas na
celularidade do tecido 1linféide (CROSS et al, 1980) e

diminuicado da atividade NK em células esplénicas (CROSS et

al, 1984).



Entretante, o hipotédlamo, por sua vez, é&
modulado por outras estruturas e poucos trabalhos tén
demonstrado a importéncia de estruturas extra-hipotalamicas
na resposta imune. l.estes eletroliticas na formacao
reticular, talamo, coliculos superiores, nucleo caudato e
complexoc amigdaldide, causaram significativa involucao do
timo (ISAKOVIC & JANKOVIC, 1873). Lesdes na formagao
reticular, causaram também diminuigdo na produgac de

anticorpos e nas fungdes de células T (JANKOVIC & ISAKOVIC,
1973).

3.3.1. IMPORTANCIA DO SISTEMA LIMBICO N2 REDE
DE INTERAGAO IMUNO-NEUROENDOCRINA.

0 sistema limbico age como um funil de
informag¢bes do sistema olfatério e de outras regides
corticals =-portanto, outros sistemas sensitivos- e regula
variocs eixos glandulares ac modular o hipotalamo (RAISMAN &
FIELD, 1971). Por outro lado, & bem conhecido o papel destas
estruturas na integracac de estimulos comportamentais gque
tém expressac somatica {neurovegetativa) ou enddcrina
(ISAACSON & PRIBRAM, 1975).

De todas as estruturas limbicas, o hipocampo
€ o qgue mals se relaciona com a modulagdoc do eixo
hipotalamo-hipéfise-adrenal. Numerosos estudos histolégicoes
do sistema limbico demonstram gue grandes cuantidades de
receptores para corticosterona estao presentes nos neurénios

do hipocampo e septo (KNIZLEY, 1972 e McEWEN, KLOST &
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ROSTENE, 1986). Assim, uma alteragac induzida por um
estimulo na atividade destes neurdniocs, via receptores
especificos, leva a informagao ac nucleo paraventricular do
hipotalamo, principal fonte de neurénios gue sintetiza e
secreta horménic liberador de corticotrofina (CRH) na
circulagao porta-hipofisaria (FILARETOV & FILARETOVA, 1985).
O CRH leva as células da adeno~hipdfise a sintetizarem e
liberarem ACTH na circulacgao sistémica; este, chegando ao
coértex adrénal, por sua vez, estimula a sintese e secrecao
de corticosterona (principal hormdénio adrenocortical em
ratos) que, portanto, pode conduzir aos wvarios niveis de
feedback (DALIMAN et al, 1937).

Experimentos com ablacéo ou lesao no
hipocampo, causaram aumento de ACTH, sugerindo que esta
estrutura ¢ um componente inibitério dos mecanismos neurais
reguladores do eixo hipdfise-adrenal (KNIGGE & HAYS, 1963 e
WILSON et al, 1980). Por outro lado, existem trabalhos
demonstrando gque este tipo de experimento ndo interfere com
o ritmec diario de secregao de corticosterona (WILSON &
CRITCHLOW, 1973/74).

Algumas observagdes anatdmicas fundamentam a
interpretacaoc dos efeitos de lesdes intra e extra-
hipotalamicas sobre os mecanismos de controle endocrino.
Assim, estudos anatémicos das conexdes intrinsecas e do
medelo de projecgdo do complexo hipocampal tém revelado que
este compreende os seguintes componentes: girc denteado, os

campos do hipocampo propriamente dito (CAl1 a CA4), o

ok
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prosubiculo e finalmente o subiculo, gue sao conectados por
uma seérie unidirecional de fibras intrinsecas (LOPES DA
SILVA & ARNOLDS, 1978). © modelo de projegdo hipocampal
demonstra que sua principal via emergente para o hipotélamo
e atravées do tratoc cortico-hipotaldmico medial (RAISMAN,
1270 e MEIBACH & SIEGEL, 1977). Este se origina no
prosubiculoc, passa pela porgac lateral da fimbria
hipocampal, e, apds se destacar do componente pdés—comissural
do fornix, se encaminha para o pdlo anterior dos micleos
hipotalamicos (MEIBACH & SIEGEL, 1977). Esta projegaoc & de
especial interesse para a regulagido do eixo hipéfise-
adrenal, pois os neurdnios provenientes destes nucleos
estao diretamente implicados na inibic¢do das c¢élulas
produtoras de CRH (MEIBACH & SIEGEL, 1977).

Por todas estas evidéncias, o complexo
hipocampal seria uma das estruturas-chave para melhor
entendimento dos mecanismos que presidem a regulacao da
interacéo imuﬁOWneuroendécrina pelo hipotéalamo e, portanto,

a fisiopatologia de varias doencas, gque tém como mediador o©

sistema imune.

]

g



II. OBJETIVOS.

[w}

Lt



Normalmente, o sistema endocrino €& regulado
nac s¢6 pela atividade do hipotalamo mas também pela
interacao deste com estruturas extra-hipotalémicas comoc o
complexoc hipocampal, de fundamental importéncia na regulacéo
de varios eilxos neurco-enddcrinos, e, em particular, do eixo
adrenal, due apresenta estreita correlagdao com o© sistema
imune.

Assim, tivemos como objetivo determinar o

grau de importancia do hipocampo na rede de interacodes

imuno-neurocenddcrinas.



III. MATERIAIS E METODOS



1. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL.

A abordagem experimental do problema gue nos
propusenos a estudar pode ser esgquematizada em 5 séries,
logicamente ligadas entre si, e nas quais foram utilizados

240 ratos. Essas experiéncias sdo resumidas esguematicamente

abaixo.

EXPERIMENTO I - Estude do grupo de ratos
normais.

Com o objetivo de conhecer as caracteristicas
da linhagem de ratos a ser utilizada durante todos os
experimentos, fol realizada a cinética da resposta imune
primaria, estudando~se também os pesos das diferentes
glandulas e as dosagens de tiroxina e corticosterona. Assim,
40 ratos foram inoculados com solugao salina fisiologica e
outros 40 foram imunizados com hemacias de carneiro. Depois
de 3, 4, 5 e 6 dias foram sacrificados por decapitagao,
obtendo-se sangue para dosagens de hormdnios, glandulas
para pesagens e o bago para realizar as contagens do numero

total de células nucleadas e de c¢élulas formadoras de

anticorpos.
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EXPERIMENTC II -~ Efeitc da adrenalectomia na
resposta imune primaria de ratos.

Para determinar o© melhor dia do efeitc da
adrenalectomia sobre a resposta imune primaria, foram
estudados os mesmos parametros do grupoe anterior em 72 ratos
adrenalectomizados bilateralmente.Vinte, trinta ou guarenta
dias depois foram inoculados com solugao salina fisiologica

ou hemdcias de carneiro e, apds 5 dias, foram sacrificados.

EXPERIMENTO III - Efeito da vsham"-cirurgia

no Complexo Hipocampal na resposta imune primaria de ratos.
Antes do inicio dos estudos em ratos com
lesbées no complexo hipocampal, fol necessario avaliar o

efeito das manipulacgbes cirdrgicas sobre os varios

parametros fisiolégicos que estac sendo estudados. Com
este objetivo, 28 ratos foram submetidos a "oham®-
cirurgia. Apos 25 dias de pos—operatorio, foram

incculados com hemdcias de carneiro ou solugdo salina

fisioldgica, e sacrificados no guinto dia.
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EXPERIMENTO IV - Efeitoc das lesoces no
complexo hipocampal na resposta imune primaria de ratos.
Através dos conhecimentos existentes entre os
efeitos das alteracdes hormonais na resposta imune,
pretendemos demonstrar o efeito de lesdes em diferentes
regites do complexo hipocampal, 3ja gue estas lesodes,
alterando a regulacdoc hipotaldmica dos eixos hormonails,
podem influenciar a resposta imunoldgica. Apds lesionar 44
ratos bilateramente pelo método da estereotaxia, esperou-se
25-30 dias para conscolidagcado da eletrocoagulagac e
recuperagac dos animais que, sé entao, foram imunizados com
hemdcias de carneiro. Apés 5 dias, procedeu-se as contagens
do numero total de células nucleadas por bago e do numerc de
células formadoras de anticorpos. Além disso, para
correlacionar os efeitos destas lesbes na resposta imune com
os elixos hormonals possivelmente afetados, foram dosados

niveis circulantes de tiroxina e corticosterona e pesadas as

diferentes gléndulas.



EXPERIMENTC V - Efeito da adrenalectomia na
resposta imune primaria de ratos com 1lesoes deo complexo
hipocampal.

Apds demonstracdo do efeito da adrenalectomia
na reposta imune no experimento IT1 e do efeito das lesdes no
complexc hipocampal no experimente IV, pensou-se gue a
associacgao dos dois procedimentos poderia evidenciar o papel
do eixo adrenal nos efeitos alcancados com as lesfSes do
complexc hipocampal. Assim, 5 dias depois de se executar a
lesao estereoctaxica em 16 ratos, procedeu-se a
adrenalectomia, seguinde os mesmos padrdes dos experimentos
11 e IV. Ap6s 40 dias de pés-operatorio foram administradas
hemacias de carneiro e, apdés 5 dias, foi realizade o

sacrificioc dos animais, para que se conhecesse os parametros

emn estudo.

2. SOLUGOES.
Meio Minimo Essencial (MME) 5x concentrado,
Soro Bovino Fetal (SBF, Laborclin Litda), Acido acético 1%
(Carlo Erba), Azul Trypan 0,25 mg% (Merck), Agarose 1% e
0,8% (Bio-Rad Laboratories), Tampdoc Barbital 5x concentrado
(pH = 7,3-7,4), Salina Tamponada com fosfato (PBS),

Paraformaldeidoc 4% (Riedel-Dehaén Ag) e Azul Toluidina 0,025

mg% (Merck).
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3. ANIMAIE E BEU TRATAMENTO.

Ao longo de todas as fases experimentais,
foram empregades 240 ratos machos adultos-jovens da linhagem
Wistar, oriundos do Bioterieo Central da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP), pesando, em média, 200 g.
Todos o©s ratos foram mantidos em gaiolas individuais,
providas de ragaoc alimentar solida (Produtor, Gessy Lever) e
dagua de torneira "“ad 1libitum”. O biotérioc fol mantido sob
ciclo de luz (clarc/escuro = 12:12 h) e temperatura (25°¢)
controladas.

Os animais, ao longo de todo periodo
experimental, eram manipulados periodicamente, afim de se
acostumarem ac mnmanuseic e, assim, ninimizar o efeito do
estresse.

Imediatamente apoés os procedimentos
cirurgicos, os animalils receberam, c¢como profilaxia anti-
infecciosa, Terramicina (Pfizer) na agua do bebedouro por 10
dias. ©Os animais adrenalectomizados receberam também
suplementagac com solugédo salina 1% durante todo pés-
operatério.

No dia do sacrificio, ¢s animais eram
retirados do biotéric, um de cada vez, e guilhotinados na

sala do experimento no tempce maximo de 1 minuto.



4. PROCEDIMENTOS CIRURGICOS.

4.1. ADRENALECTOMIA.

Os ratos foram anestesiados em cémara
anestésica com éter etilico (Rhodia) e, apds tricotomia e
assepsia local, foi aberte uma incisdo dorsal e © acesso a
cavidade retroperitoneal foi conseguida pela abertura de
dois orificios na massa muscular através de uma pinca de
ponta fina. A gordura peri-adrenal foi localizads,
tracionada e o feixe vasculo-nervoso seccionadco removendo-se

a adrenal. Suturou-se as aberturas e procedeu-se a assepsia

apropriada.

4.2. LESAQO ESTEREOTAXICA.

Apods anestesia com éter, foram executadas a
tricotomia e assepsia da regido cerebral. Assim, o© animal
foi devidamente fixado no aparelho estereotaxico, exposta a
sua calota craniana e o bregma tomado como ponte de
referéncia. A partir dele foram demarcados dois pontos,
seguindo a orientagao do atlas estereotaxico de DE GROOT
{(1959), ou seja, 1 mm posterior ac bregma e 3 mm
bilateralmente. Nestes dois pontos foram abertos orificios
com auxilio de broca de dentista apropriada e um eletrodo
foi introduzido 5 mm abaixo da calota craniana. No grupoc
lesado, foli passada uma corrente de 2 mA por 10 segundos,
engquanto gue no grupce Ysham" naco houve nenhuma passagem de
corrente elétrica. Apds a retirada do eletrodo, a inciséao

foil fechada e submetida a assepsia.

[

ot



0s animals submetidos a esta cirurgia naoc
apresentaram nenhuma complicagidc cirdrgica, mantiveram-se
aparentemente saudavels, sem mudangas no comportamento de
aguisicaoc de agqua e alimento, e sem manifestacoes
neurcldgicas aparentes, durante tode o periodo do

experimento.

5. IMUNIZAGAO.
Foram utilizadas como antigenc, hemacias de
carneiro por provocarem uma resposta imune T-dependente e
por serem mails adeguadas aos nossos objetivos experimentais.
Hemacias de carneiro, apés serem lavadas 3 vezes
sucessivamente em solugao salina fisiologica, foram

administradas por via intraperitoneal na dose de 5 x 10°

por rato.

6. COLHEITA DE SANGUE.

Todos os grupos de animals foram sacrificados
por decapitacédo, entre 9:00 e 11:00 horas da manhd&, seguindo
a sequéncia experimental de cada grupo. O sangue de cada
animal, colhido em tubo cdnice de centrifuga, foi deixado a
temperatura ambiente para ocorrer a coagulagao; este fol
centrifugado a 2.000 rpm por 10 minutos e © scoro assim

obtido foi mantido em freezer =-20°C até o momento das

dosagens hormonais.
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7. PEBOS DAS GLANDULAS.
Apos a colheita de sangue, foram removidas as
gléndulas adeno-hipéfise, tirdide, adrenais, timo e
testiculos, gue foram limpas de tecido adventicio e mantidas
em papel umedecido com solugdo salina fisioldgica até o
momento da pesagem em balancga de torséao, de precisac igual a

0,01 mg (Bethlehem). Os pesos foram referidos em mg/100 gr

de peso corporal do rato.

8. NUMERO TOTAL DE CELULAS NUCLEADAS POR
BAGO.

Removido o©o bago, este fol homogeneizado
manualmente em meio nutritiveo apropriadoc (MME suplementado
com 1% de SBF ). Apds centrifugagdo e lavagem, © numerc de
células nucleadas foil determinado através da diluigao desta
suspensado em acido acético 1% e contagem em camara de
Neubauer. 0s resultados foram expressos comc numeroc total de

células nuclieadas por bago (X 106).

9. VIABILIDADE CELULAR.
Apds a contagem do numero total de células
nucleadas por bago, fol determinada a viabilidade celular

pelo método de exclusio por Azul Trypan.



10. RESPOSTA IMUNE PRIMARIA.

A resposta imune primaria fci determinada
pela técnica de Células Formadoras de Placas (PFC), segundo
JERNE & NORDIN (1963) modificada. Resumidamente, a suspensaoc
de ceélulas do bago foi diluida em MME contendo 1% SBF para
1/40 e 1/80. A 50 ul de cada diluicgdo, eram adicionados 50ul
de suspensao de hemacias de carneiro 5% . Essa mistura era
mantida em banho-maria 42°C, onde recebeu 200 ul de agarose
0,8%. Apos leve homogenizagao, a solugéo foi estendida sobre
ldminas de microscopila previamente seladas com agarose 1% e
aguecidas a 42°c. Apdés solidificagac em  temperatura
ambiente, foram colocadas em suportes apropriados e
incubadas em estufa umida 379C por 2 horas. As laminas,

entac, foram imersas em complemento de cobala, previamente

adsorvido com hemacias de carneirec e diluido em tampao

barbital, numa proporcadoc de 1:10. Apdés 1 hora de incubacao,
nas mesmas condig¢des anteriores, as laminas foram fixadas en
paraformaldeido 4% durante 30 minutos. Depois de mantidas em
temperatura ambiente por aproximadamente 48 horas para
secagem, as ladminas foram lavadas em agua corrente por 30

minutos e secas, novamente, em temperatura ambiente.



As laminas foram realizadas em duplicata e
foram examinadas em lupa ( Zeiss ) para contagem do numero
total de placas de lise, guando apt6s a obtencao das médias
das duplicatas, foram realizados os calculos em funcdo da
viabilidade celular e do numero total de células nucleadas

por bacgo. O resultado final esta expresso em numerc de PFC x

107® células de baco.

11. DETERMINAGAO DA CONCENTRAGCAO DE
HORMONIOS.

Apés descongelamento prévio dos S0ros
colhidos no dia do sacrificio, foram realizadas as dosagens
de tiroxina total (ug%) e corticosterona (ng/ml) circulantes
pelo meétodo de radiocimunoensaio.

Para dosagem de tiroxina total fol utilizado

*kit" comercial da TRILAB, com separacac por duplo

anticorpo.

Ja para dosagem de corticosterona foi
utilizado "kit" da ICN BIOMEDICALS, especialmente designado
para uso em ratos e camundongos de laboratério. O anti-soro
utilizado neste "kit" mostrou ser altamente especifico,
demonstrado pela baixa reatividade cruzada com 20 esterdides

testados.

Todas as amostras de um mesmo experimento

foram analisadas dentro de un mesmoc ensalo.
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12. CONTROLE DA EXTENSAC DA LEBAG.

Os cérebros dos animais submetidos & lesac
estereotaxica foram removidos no dia de sacrificic e
mantidos em freezer -20°C até o momentc da analise
histoldégica. Assim, foram realizados cortes seriados de
aproximadamente 50 um de espessura em criostato ( Leitz
Wetzler ), recolhidos em laminas de microscopia e, apos
secagen, foram corados com Azul de Toluidina e lavados em
agua. Os cortes foram observados em microscépic
estereoscépico ( Zeiss ) com cdmara ludcida e classificados
de acordo com as estruturas do complexo hipocampal lesadas,
seguindo a orientagdo do atlas de DE GROOT (1959).

Apés a realizacdo do diagndstico de lesaoc dos
44 ratos vdo Experimento IV e dos 16 ratos do Experimento V,
estes foram agrupados de acordo com a estrutura do complexo
hipocampal lesada em grupos: a) com lesao total de fimbria
hipocampal (L.F.); b) com lesdo de parte do hipocampo,
atingindo porcac CAl (L.HPC) ou c) com les@o mista
(L.M.),que atingiu parte da fimbria e parte do hipocampo

entre as porgbes CA2 e CA3 ( Figura 1 ).

13. TRATAMENTO ESTATISTICO.

0 teste "t¥ de Student, para amostras
independentes, foli utilizadc em todos experimentos para se
determinar © nivel de significancia entre as médias dos

varios grupos. Tomou-se como diferencga estatisticamente

significante o valor de p<0,05.
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de fimbria
hipocampal
(L.F)
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parte do
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FIGURA 1 - Esquema representativo do corte histolégico do
cérebro de animals com lesdes no complexo hipocampal (plano
5,0 do atlas de DE GROOT, 1959).

v = ventriculo cerebrai
HPC = hipocampo

FI = fimbria hipocampal
CC = corpo caloso

ST = estria terminal
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EXPERIMENTC I - EBTUDO DU GRUPC DE RATOB
NORMAIS.

A resposta imune em ratos normais provoca
alteracdes, hormonals e no sistema nervoso central, Ja bem
estabelecidas. Assim, este experimento foi executade com o
objetivo de se conhecer a cinética da resposta imune e
possiveis alteracgdes nos diferentes eixes glandulares apés
estimulo antigénico dos ratos Wisfar da nossa colbnia, a

serem utilizados ao longo de todo trabalho.

1. Analise da resposta imune primaria: Na
figura 2, acha-se representado o perfil da resposta imune
primaria (numero de PFC x 10~ % células de bago) em ratos
normais, frente a um estimulo antigénico (hemacias de
carneiro) aos 3, 4, 5 e 6 dias apds imunizagdo.

Nesta figura, podemos observar que aos 4 e 5
dias apds a imunizacdo, ha um aumento significativo (p<0,05
em relacgdo aos 3 e 6 dias) no numero de PFC, caracterizando,
assim, o melhor dia para ser utilizado nos experimentos
posteriores, ou seja, o 5® dia apos a imunizagao.

Nos ratos controles, isto ¢é, agqueles due
foram inoculados com solucdo salina fisiologica, a contagem
de células formadoras de placas, utilizando-se com antigeno
hemaclas de carneire, se apresentou praticamente nula

(inferior a 2 placas por baco).
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2. Analise do numeroc total de células
nucleadas por bage: A figura 3 representa o numero total de
células nucleadas por bago (x 106) de animals inoculados com
solugdo salina fisioldgica ou hemacias de carneirc e
sacrificados 3, 4, 5 e 6 dias depois. Por esta analise,
podemos observar gue nac ha diferengas significativas no
numero de células nucleadas por bag¢o de animais inoculados
com hemacias de carneiro, em relagao aos animais controles
inoculadeos com solugédo salina fisioldgica. No entanto, os
valores de 4® e 5% dias, tantc nos animais inoculados com
solucdo salina fisioldgica como nagueles com hemacias de

carneiro, sao diferentes dos valores de 3¢ e 6¢ dias.

3. Analise dos pesos das glandulas: A tabela
1 estdo expressos os pesos (mg/100 g de peso corporal) das
glandulas adeno-hipdfise, tirdide, adrenais, timo e
testiculos do grupo em estudo.

3.1. Pesos da adeno-hipéfise: Somente o grupo
de ratos inoculados com hemadcias de carneiro, e sacrificados
no 5¢* dia, apresentou diminuigdo significativa (p<0,05) no
peso da adeno-hipéfise em relagdo ao seu controle inoculado
com solugao salina fisiolodgica.

3.2. Pesos de tirdide: Nao houve diferengas
significativas nos pesos de tirdide entre os grupos
inoculados com hemacias de carneiro e o©s grupos inoculados

com solugdo salina fisioldgica, sacrificados 3, 4, 5 e 6

dias depois.



3.3. Pesos de adrenais: Observamos sonentie
uma diminuigac significativa (p<0,05) nos pesos das
adrenais, no grupo inoculade com hemaclas de carneirc, en
relagao ao seu grupo controle, sacrificadoc 4 dias apés
inoculacgéo.

3.4, Pesos de time: Houve somente uma
significativa diminuicgdo (p<0,05) no pesc do time dos
animais inoculados com hemacias de carneiro e sacrificados 6
dias depois, nado havendo diferencas nos outros grupos.

3.5. Pesos de testiculoes: Nao foram

observadas alteracdes nos pesos de testiculos entre os

grupos sob cbservacao.

4. Analise das dosagens hormonais: As figuras
4 e 5 mostram as dosagens de tiroxina (ug%) e corticosterona
(ng/ml) respectivamente, dos grupos de ratos inoculados com
hemacias de carneiro e sacrificados 3, 4, 5 e 6 dias depois.

4.1. Dosagem de tiroxina: Analisandc os
niveis de tiroxina nos diferentes dias posteriores a
imunizacéo, observamos um aumentc significativo (p<0,05) do
3z para © 42 dia, que se manteve no 5@ dia, diminuindo entac
no 6% dia apds imunizagao.

4.2, Dosagem de corticosterona: Podemos
observar um aumento significative (p<0,05) no 4° dia apds

imunizacéo, endquantoc avs 3, 5 e € dias ¢ nivel se manteve

semelhante.
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COMENTARIOS:

0 exame dos resultados do Experimento I
mostra gue 4 dias apds imunizacac com hemacias de carneirc,
houve um pronunciado aumento no nimerc de células formadoras
de placas nc bago, alcancando o© pico maximo no 5¢ dia
(figura 2). Estas modificagdes indicaram haver socomente
aumento no numero de células sensibilizadas pelo antigeno,
pois nac houve alteracgoboes significativas no numero total de
células nucleadas por baco (figura 3).

Como era esperado, juntamente com as
modificacgdes ocorridas na resposta imune, houve mudangas
hormonais significativas. No 4¢ dia pés~imunizacgao,
observameos um rapide aumento de corticostercna e tTiroxina
circulantes (figura 4 e 5), evidenciado também pela
diminuicdo do peso das adrenais (tabela 1). Ja no 5® dia, os
niveis de corticostercona voltam ao normal (figura 5),
enguante os niveis de tiroxina se mantém elevados (figura
4). No 62 dia, ambos os niveis hormonais voltam aos valores
basais (figuras 4 e 5), enguanto observamos gue ¢ timo
sofreu profundas influéncias de todos os eventos da resposta

imune, como também a conhecida acgdac dos hormdnios sob os

tecidos linféides (tabela 1).



TRBELE 1 -~
gléandulas:

Valores
adeno~hipdéfise,

das

medias
tirdide,

+ EPM dos
adrenais,

pesos  das
timo e

testiculoeos, expressos em mg/l00 g de peso corporal, do grupo

normal,
salina fisioloégica

inoculado com hemdcias de carneirc (SRBC)
e sacrificados 3,

apés imunizagao.

(NaCl)

GRUPOS

A.HIPOFISE TIROIDE ADRENAIS

GLANDULAS (mg%)

4,

ou solugéoc
5 e 6 dias

TIMO

TESTICULOS

3DIAS
NaCl
(N=10)

3DIAS
SRBC
(W=9)

4DIAS
NaCl
(N=10)

4DIAS
SRBC
(N=10)

5DIAS
NacCl
(N=10)

5DIAS
SRBC
(N=10)

6DIAS
NaCl
(N=10)

6DIAS
SRBC
(N=10)

2,9+0,1%*

6,310,6

8,4+40,5

17,140,6

17,3+0,7

20,5+0,6

18,1+1,0%

19,9+0,5

20,3+1,0

20,5x0,9

1%,1+0,6

140,4+49,9

162,5+10,2

152,2+48,0

156,8+6,9

186,6+15,1

161,81+12,6

175,7+11,1

122,047 ,7%

1153,5+4,0

1184,2429,2

1239,3+39,3

1209,2+67 ,4

1143,8+65,5

1037,6+58,1

1240,7+64,5

1128,8+32,5

EPM =

erro padraoc da média

N = nimero de animals
* p < 0,05
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FIGURA 2 -~ Valores das meédias + EPM do numerc de células
formadoras de placas (x 10 ° ceélulas do bago), do grupo

normal, inoculado com hemacias de carneirc e sacrificade 3,
4, 5 e 6 dias apos imunizagédo.

* p < 0,05
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3. Analise dos pesos de glandulas: A tabela 2
representa os pesos das diferentes glandulas (mg/1l00 g de
pesc corporal do rato) do grupo normal/adrenalectomizado com
20, 30 e 40 dias de pés-operatodric, gue foram inoculados com
solucgdc salina fisioldgica ou hemacias de carneiro e
sacrificades 5 dias depois.

3.1. Pesos de adeno-hipdéfise : Podemos
observar gue os grupos de 30 e 40 dias, inoculados com
hemacias de carneiro, apresentaram aumento significativo
{p<0,05) em relacdo aos seus controles inoculados con
solugdo salina fisloldgica. Além dissc, observamos uma
diminuig¢do significativa (p<0,05) nos pesos de adeno-
hipéfise em todos os grupos submetidos a adrenalectomia em
relacao ao grupo normal.

3.2. Pesos de tirdide: Somente o grupo de 20
dias, inoculade com hemdcias de carneiro, apresentou
diminuiclo significativa (p<0,05) no peso de tirdide guando
comparado com seu controle inoculado com solugac salina
fisioldégica. Do mesmo modo gue observado na adeno-hipdfise,
os pesos de tirdide de todos animais adrenalectomizados
também se apresentaram diminuidos (p<0,05) em relagdoc ao
grupo normal.

3.3. Pesos do timo: Naoc foram observadas
alteragdes significativas nos pesos do timo dos animais
inoculados com hemacias de carneiro, mas todos os animais
adrenalectomizados apresentaram novamente diminuigao

significativa (p<0,05) em relagdo ao grupc normal.
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3.4. Pesos de testiculos: Analisando-se os
pesos de testiculos, nao observamos alteracobes

significativas entre os diferentes grupos experimentais.

4.Analise das dosagens hormonais: As figuras
8 e 9 apresentam as dosagens de tiroxina (ug%) e
corticosterona (ng/ml) respectivamente, do grupo de ratos
inoculados com hemacias de carneiroc ou solucaoc salina
fisioldgica, apds 40 dias da adrenalectomia, e sacrificados
5 dias apés inoculacao.

4.1.bosagem de tiroxina: Observamos gue os
animals adrenalectomizados gque receberam Themacias de
carneirc apresentaram aumento significative (p<0,05) en
relacdc aos que receberam solucido salina fisioldgica, ao
mesmo tempo que ambos se apresentaram diminuidos (p<0,05) em
relacao ao grupo normal.

4.2.bosagemn de corticosterocna: Podemos
observar através da figura 9, que o grupo adrenalectomizado,
inoculade com hemécias de carneiro, apresentou aumento
significativo {p<0,05) nos niveis de corticostercna
circulante, em relacdoc ao inoculadc com solugdo salina
fisioldégica, gue apresentou niveis indosaveis. Mesmo assim,
o grupo adrenalectomizado apresentou diminuicgao

significativa (p<0,05) em relagdo ac grupc normal.
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COMENTARIOE :

Comparando—se oS resultados obtidos dos
animais submetidos & adrenalectomia com os dos animais
normais, 5 dias apos imunizagao com hemacias de carneiroc ou
solugaoc salina fisioldgica, observamos gue 20 dias apos
adrenalectomia n&o houve mudancas no numero de PFC (figura
7), embora tenha sido constatadc um aumento no numerc de
células nucleadas por bago (figura 7). Podemos tTambém
demonstrar o envolvimento do eixo tiroidiano neste periocodo
indicado pela diminuicdo no peso da tirdide, que retorna ac
normal apos 30 e 40 dias de pds-operatdrio (tabela 2).

Apds 30 dias de adrenalectomia, podemos
observar um pronunciado aumento no mimeroc de PFC (figura 6},
juntamente com o© aumento na proliferacao celular no bago,
indicado pelo aumento do numers de células nucleadas por
baco {(figura 7). Podemos demonstrar também neste periodo um
aumento na sintese dos hormdénios da adeno-hipdéfise, frente
ao estimulo antigénico, Jj& que houve um aumentc de seu peso
(tabela 2).

Ja aos 40 dias, observamos © pico maxime de
aumento no numerc de PFC (figura 6)}. Com as dosagens
hormonais constatamos diminuigédo dos niveis de tiroxina
(figura 8), coincidindo com diminuicao do peso da tiroide
(tabela 2), indicando hipofunc&o glandular nestas condigoes
experimentais. Ao mesmo tempo, observamos aumento destes
niveis nos animals adrenalectomizados inoculados com

hemacias de carneiro em relagdo ao inoculado com solugéo



salina (figura 8). Em relagaoc ao eixc adrenal, podemocs
atestar uma pronunciada diminuicéao nos niveis de
corticostercona circulante, embora, comc observade no e£ixo
tircoidiano, a estimulacdc antigénica tenha 1levado a um
aumento destes niveis, nac alcangando os niveis do grupo
normal (figura 9). Outros horménios, no entanto, podem estar
tambeém envolvidos, pois um aumento do peso da adeno~hipdfise

fol observado neste grupo (tabela 2).

EnS
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TABELA 2~ Valores das meédias + EPM dos pesos das glandulas:
adeno~hipdfise, tirdide, timoc e testiculos, expressos em
mg,/100 g de peso corpeoral, dos grupos normal e
adrenalectomizade com 20, 30 e 40 dias de pos-operatorio,
incculados com hemaclias de carneiro (SRBC) ou solugé@o salina
fisiologica (NaCl) e sacrificados 5 dias apds imunizacao.

GLANDULAS (mg%)

A.HIPOFISE TIROGIDE TIMO TESTICULOS
GRUPOS
NORMAL
NaCl 3,240,1 9,2+0,6 186,6+15,1 1113,8+42,9
(N=10)
NORMAL
SREBC 2,940,1% §,4+0,5 161,7+12,86 1037,6+58,1
(N=10)
20DIAS
NaCi 2,240,1 6,2x0,24 153,74+11,94%4 1079,54+21,2
(N=9)
20DIAS
SRBC 2,1+0,1 4,9+0,4%% 121,9+%,9% 1064,6+63,6
(N=10)
30DIAS
NaCl 1,640,2 5,0+0,7% 95,9418,9%# 932,2+90,8
(N=5)
30DIAS
SRBC 2,140, 1% 5,5+0,5# 108,1+12,5¢% 989,5+52,7
(N=10)
40DIAS
NacCl 2,0+0,1 6,3+0,4% 114,749, 04 1113,9+41,5
(N=9}
40DIAS
SRBC 2,840,1%* 6,8+0,34% 97,9+11,4% 1027,7+48,3
(N=9
EPM = erro padrac da média
N = numerc de animais
* p < 0,05 em relagao ao grupo inoculado com NaCl
$ p < 0,05 em relagdo ao grupo normal
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* p < 0,05
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adrenalectomia com hemdcias de carneiro e sacrificado 5 dias
apds imunizacéo.
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EXPERIMENTO II - EFEITO DA BADRENALECTOMIA

SOCBRE A RESBPOSTA IMUNE DE RATOS

E também bem conhecida a agao dos
corticosterdides sobre o sistema imune. Assim, a ablacac de
sua fonte produtora, ou seja, as gléndulas adrenais, pode
levar a mudancas significativas nos eventos da resposta
imune. Com o© obletivo de se determinar o melhor periodo de
pos—adrenalectomia, onde culminam estas mudangas, foi

realizado este experimento.

1. Andlise da resposta imune primaria: 2
figura 6 mostra o efeito da adrenalectomia na resposta imune
primaria (numero PFC X 107% células de baco). Podemos
observar um aumento significativo (p«<,05) de PFC nos grupos
com 30 e 40 dias de péds-operatdrio, 117 e 187%
respectivamente, em relacdo ac grupc normal. Assim, ficou

estabelecido o© melhor tempo de pos-operatério a ser

utilizade no Experimento V, ou seja, 40 dias, onde
observamos a maior porcentagen de aumento.
2. Bhnalise do numero total de celulas

nucleadas por bago: A figura 7 representa as contagens do
numere de c¢élulas nucleadas por bage (% 106)dos grupos
compreendidos neste experimento. Podemos observar um
aumente significative (p<0,05) no numerc total de celulas
nucleadas nos grupos com 20 e 30 dias de pos—operatorio em

relacdo ao grupo de ratos normais.

Lot
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FIGURA 8 - Valores das médias + EPM dos niveis de tiroxina
sérica (ug%) do grupo normal/adrenalectomizado, inoculado
com hemacias de carneiro ou solugdo salina fisicldgica 40
dias apdés adrenalectomia e sacrificado 5 dias apods
imunizagdo.

* p < 0,05 em relagao ac grupo inoculado com salina

# p < 0,05 em relagdo ao grupo normal
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sacrificade 5 dias apés imunizagéo.

* p < 0,05 em relagcadc ao grupo inoculado com salina

$ p < 0,05 em relacdo ao grupo normal
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EXPERIMENTC IIXII - EFEITO DA "SHAMV'~-CIRURGIE

NO COMPLEXC HIPOCAMPAL SOBRE A RESPOSTA IMUNE PRIMARIZ DE

RATOS.
Seguindo o planejamento experimental, este
experimento foi executado com o objetive de wvalidar dos

resultados dos grupos subsequentes com lesdes eletroliticas

do complexo hipocampal.

i.Analise da Resposta imune primaria:
Analisando-se a resposta imune primaria dos ratos submetidos
a Ysham"-cirurgia e inoculados c¢om hemacias de carneiro
(figura 10), apos aproximadamente 25 dias, e sacrificados no
guinto dia de imunizacao, observamoes resultados

estatisticamente semelhantes aos do grupo normal.

2. Analise do numero total de células
nucleadas por bago: O numeroc de células nucleadas obtido dos
bagos dos animais deste experimento estéd representado na
figura 11. Observou-se um aumento significativo (p<0,05)
deste numerc guando comparado aco do grupo normal e ao do

grupo "sham"~operado inoculado conr solugao salina .

3. Analise dos pesos das glandulas: A tabela
2 compara os pescs das diferentes glandulas (mg/100 g de
pesc corporal do rato ) entre os grupos "sham"™ e normal.
Podemos observar que todas as glandulas dos animais Yshanm"

se apresentaram diminuidas ( p<0,05 ) em relagdo ao grupo



normal, nao havendo diferencas entre os animais inoculados

com hemacias de carneiro e os inoculados com solugao salina.

4. Anadlise das dosagens hormonais: Na figura
12 acha-se representada a dosagem de tiroxina ( ug% )} do
grupo em estudo e podemos observar gue houve uma diminuigac
significativa ( p<0,05 } no grupo "sham", tanto nec inoculado
com hemacias de carneiro come nagquele inoculado com solugao
salina, em relagdo ao grupo normal.

Ja na dosagem de corticosterona em ng/ml
(figura 13) podemos observar gue os niveis deste horménio se

acham semelhantes entre os grupog "sham" e normal.

COMENTARIOS:

Analisando-se os animais deste grupo
experimental, observamos que a simples introdugac de um
eletrodo nc complexo hipocampal, nao causou m@mudangas
funcionais na resposta imune humoral (figura 10), embora
tenhamos observado um aumento no numero de células nucleadas
por bago (figura 11).

Em relagdc ao eixo tircidiano, observamos
diminuicdc nos niveis de tiroxina deste grupo em relagdo ao
grupo normal {(figura 12).

Observamos, ainda, diminuicgbes significativas
nos pesos das diferentes gléndulas (tabela 3), embora os

niveis de corticosterona nao se encontrem alterados (figura

wn
)



13}, descartandc a hipotese de gue estes animais ainda
estejam sobre o efeito de corticosterdides liberados durante

as primeiras horas de estresse cirurgico.
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TABELA 3 -~ Valores das medias + EPM dos pesocos das glandulas:
adenco-hipdéfise, tirdide, adrenais, time e testiculos,
expressoes em mg/l00 g de peso corporal, 4dos grupos normal e
“sham"-operado, inoculados com hemacias de carneiro (SRBC)

ou solucdo salina fisiolodgica (NaCl) e sacrificados 5 dias
apts imunizagao.

GLANDULAS (mg%)

A HIPOFISE TIROIDE ADRENAIS TIMO TESTICULOCS

GRUPOS

NORMAL

SRBC  2,9+0,1 8,4+0,5 20,3+1,0 155,7+13,7 1037,6+58,1
(N=10)

NORMAL

NacCl 3,2+406,1 9,240,6 19,%+40,5 186,6115,1 1143,8+65,5
{N=10)

"SHAM"

SRBC  2,0+0,1% 5,4+0,2*% 16,240,7%  96,4+5,9% 951 ,3425, 4%
(N=18)

"SHAM®
NaCl  2,040,1%* 5,3+0,2% 15,7+0,4%  65,5+4,6%  866,6+29,0%
(N=10)

EPM = erro padrac da média
N = numero de animais

* p < 0.05 em relagaoc ac grupo normal
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FIGURR 12 - Valores das médias + EPM dos niveis de tiroxina
sérica (ug%) dos grupos normal e sham-operado, inoculados
com hemacias de carneiro ou solugdoc salina fisioldgica e
sacrificados 5 dias apos imunizacao.

* p < 0,05 em relagdo ao grupo normal
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FIGURR 13 - Valores das médias + EPM dos niveis de
corticosterona sérica (ng/ml) dos grupos normal e sham-
operado, incculados com hemdcias de carneiro ou solugao
salina fisioldgica e sacrificados 5 dias apds imunizacgdo.
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EXPERIMENTC IV - ©EFEITOS DAS LESOES NO
COMPLEX0O HIPOCAMPAL NA RESPOSTA IMUNE PRIMARIA DE RATOS.

0 complexo hipocampal, como estrutura do
sistema nervoso central e parte do sistema limbico, €
responsavel pela regulagdo dos varios eixos glandulares, via
hipotalamo, em especial sobre o eixo hipéfise-adrenal. Os
resultados obtidos neste experimento pretendem demonstrar o
grau de importéncia do complexo hipocampal na modulacao da

resposta imune, principalmente através de alteragbes dos

diferentes elxos glandulares.

1. Analise da resposta imune primaria : 2
figura 14 representa a resposta imune primaria (numerc de
PFC x 10~ % células de bago) dos grupos de ratos com lesao
de fimbria hipocampal (L.F), lesdo de parte do hipocampo
(L.HPC) e lesé@o mista (L.M), ou seja, parte do hipocampo e
parte da fimbria hipocampal, inoculados com hemacias de
carneirc e sacrificados no 5@ dia.

Podemos observar dgue houve uma diminuicac
significativa (p<0,05) neo grupe com L.F, enguanto gue no
grupc com L.M houve um aumento significativo.(p<e,05} e, no

grupo com L.HPC, o resultado obtide foi semelhante ao do

grupc '"sham".

2. Analise do ntmeroc total de ceélulas
nucleadas por bag¢go: Analisando-se a figura 15, onde se acha

representado o numeroc de células nucleadas por bago (no 5°¢

n
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dia de imunizacaoc com hemacias de carneiro) dos diferentes
grupos com lesbes no complexo hipocampal, observamos gque nao

houve diferengas significativas nestes resultades guando

comparados aos do grupo "sham®.

3. Analise dos pesos das glandulas: 2 tabela
4 mostra os pesos das gléndulas (mg/100 g de pesc corporal
do rato) dos grupos com lesdes, inoculados com hemdcias de
carneiro e sacrificados 5 dias depois.

Podemos observar gue o© grupc com L.M
apresentou aumento significativo (p<0,05) no peso de adeno-
hipdfise em relacdo ac grupc "sham". Comparando-se 0©S pPesos
de tirdides, observamos aumentos significativos (p<0,05) nos
grupos c¢om L.F e com L.HPC. Ao mesmo tempo, nac foram
observadas alteracdes nos pesos de adrenalils e timo, enguanto
gue no peso de testiculos somente o© grupe com  L.HPC

apresentou aumento significativo (p<0,05).

4. Analise das dosagens hormonais: As figuras
16 e 17 apresentam oz niveis de tiroxina (ug%) e
corticosterona (ng/ml), respectivamente, dos grupos deste
experimento.

Somente no grupo com L.M houve um aumento
significativo (p<0,05} nos niveis de tiroxina, em relacaoc ac
grupo "sham". Comparando-se o©os niveis de corticosterona,
observamos uma diminuigdo significativa (p<0,05) no grupo

com L.M em relagdoc aoc grupoc "sham".

UNICAMP %
BIBLIGTECA BENTRAL |




COMENTARIOS :

A analise comparativa dos resultados deste
experimento, mostra gue a lesao eletrolitica de diferentes
regides do complexo hipocampal promove diferentes efeitos na
resposta imune primaria.

A interrupcdo da fimbria hipocampal acarretou
uma diminuicdc da resposta imune humoral (figura 14). Este
efeito néo parece ter sido via horménio tiroidiano -embora o
peso da tirdide tenha se mostrado aumentado (tabela 4)- nem
via corticosterona, pois ambos os niveis se apresentaram
iguais aos do grupeo "sham" ( figuras 16 e 17).

Ja a lesdo mista, isto &, gue atingiu parte
do hipocampo e parte da fimbria hipocampal, parece ter
provocado um efeito estimulatério local, causando aumento na
resposta imune (figura 14), que pode ter sido causado pelo
conconitante aumentoc nos niveis de tiroxina (figura 16) e
diminui¢do nos niveis de corticosterona (figura 17). Aleém
disso, outres horménios podem estar envolvidos neste
mecanismo, pois constatamos um aumento no pesc da adeno-
hipéfise (tabela 4).

A lesaoc que atingiu somente pequena parte do
hipocampo ndoc provocou diferengas na resposta imune (figura
14), nem nos niveis de tiroxina e corticostercona (figuras
16 e 17), embora tenha sido constatado aumento nos pesos da

tirdide e testiculos destes animais (tabela 4).
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TABELA 4 - Valores das medias + EPM dos pesos das glandulas:
adeno-hipdfise, tirdide, adrenais, time e testiculos,
expressos em mg/100 g de pesc corperal, dos grupos "sham"-
operado e lesados na fimbria hipocampal (L.F), em parte do
hipocampo e parte da fimbria (L.M) e em parte do hipocampo
(L.HPC), inoculados com hemacias de carneiro e sacrificados
5 dias apds imunizacao.

GLANDULAS (mg%)

A.HIPOFISE TIROKDE_ ADRENATS TIMOC TESTICULOS
GRUPOS
"SHAM"
{N=18) 2,040,1 5,4+0,2 16,2+0,7 96,415,9 951 ,3+25,4
L.F 1,840,2 6,5+0,4% 16,9+0,6 116,8%7,6 1036,8+26,2
(N=8)
L.M 2,3+0,1*% 5,9+0,2 16,6+0,4 92,1+4,4 952,9+26,2
(N=26)
L.HPC 2,0+0,1 7,4%0,3% 17,240,8 105,6+6,6 1038,7%26,2%
{N=10)

EPM = erro padrao da média
N = numero de animais
* p < 0,05 em relagdo ao grupoc "sham"
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FIGURA 14 -~ Valores das médias + EPM do numero de células
formadoras de placas (x 10 ° células de bago) dos grupos

sham-cperado e com lesdo na fimbria hipocampal (L.F}, em
parte do hipocampoc e parte da fimbria (L.M) e em parte do
hipocampo (L.HPC), inoculados com hemacias de carneiro e
sacrificados 5 dias apds imunizacao.

* p < 0,05 em relacdo ao grupo sham

() nimero de animais
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FIGURA 15 -~ Valores das meédias + EPM do numero total de
células por bago (x 10°) dos grupos sham-operado e com leséo
na fimbria hipocampal (L.F), em parte do hipocampo e parte
da fimbria (L.M) e em parte do hipocampo (L.HPC}, inoculados
com hema&cias de carneiro e sacrificados 5 dias apos
imunizacao.
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FIGURA 16 ~ Valores das meédias + EPM dos nivels de tiroxina
sérica {ug%) dos grupos sham-operado e com lesadoc de fimbria
hipocampal (L.F), em parte do hipocampo e parte da fimbria
(L.M) e em parte do hipocampo (L.HPC), inoculados com
hemdcias de carneiro e sacrificados 5 dias apds imunizacao.
* p < 0,05 em relagao aoc grupo sham

()} numero de animais
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FIGURA 17 -~ Valores das médias + EPM dos niveis de

corticosterona sérica (ng/ml) dos grupos sham-operadoc e CcoR
lesdo na fimbria hipocampal (L.F), em parte do hipocanpo e
parte da fimbria (L.M) e em parte do hipocampo (L.HFPC},
inoculados com hemédcias de carneiro e sacrificados 5 dias
apds imunizagao.

* p < 0,05 em relagdo ao grupo sham

() numerc de animais



EXPERIMENTO V -~ EFEITC DA ADRENALECTOMIA NA
RESPOSTA IMUNE PRIMARIA DE RATOS COM LESOES NO COMPLEXC

HIPOCAMPAL.

Os resultados do experimento anterior

demonstraram claramente gue algumas regites do complexo
hipocampal tém profunda influéncia na modulagdo da resposta
imune. Como estas regides s&o apontadas como as principails
reguladoras do eixo adrenal, executamos a adrenalectomia emn
animais com lesdes no complexo hipocampal, com ¢ objetivo de

demonstrar a importancia do eixc adrenal nos efeitos

alcangados com estas lesdes.

1. Analise da resposta imune primdria: A
figura 18 representa ¢ numeroc de PFC X 107% celulas de bago
dos ratos, gue apds serem lesados no complexo hipocampal,
foram adrenalectomizados e, apos 40 dias, receberam
imunizacdo com hemacias de carneiro, sendo, 5 dias depois,
sacrificados.

Podemos observar gue os dols grupes em
guestdo obtiveram resultados estatisticamente diferentes
(p<0,05) dos seus grupos correspondentes sem adrenalectomia,
embora estes resultados também sejam diferentes dos obtidoes

nos animais normais/adrenalectomizados com 40 dias de pos-

operatoéorio { figura 6).

2. Andlise do numerc total de células

nucleadas por bago: Analisando-se a figura 19, onde se acha

o)

i

.



representadc o numero de células nucleadas por bago (x 106)
dos grupcs em estudo, observamos gue somente © grupoc com
lesao de fimbria/adrenalectomizado apresentou diminuicao
significativa ( p<0,05 ) em relagdc ac grupo Com © mesmo

tipo de lesao sem adrenalectomia.

3. Andlise dos pesos de glandulas: Na tabela
5 encontram-se os pesos das gléndulas (mg/l100 g de pesoc
corporal) destes grupos. Podemos observar gque somente o timo
dos animais com lesao de fimbria/adrenalectomizados
apresentou-se diminuido ( p<«0,05 ) em relagdo aoc grupo com
lesdo de fimbria sem adrenalectomia. Né&o encontramos
alteragdoes significativas nos pesos das outras glandulas,

comparando—se os grupos lesados com e sem adrenalectomia.

4. Andlise das dosagens hormonais: A figura
20 apresenta os niveis de tiroxina (ug%) dos grupoes

lesados/adrenalectomizados. Tanto o grupo com 1lesac de
fimbria COomo o grupo com lesdo mista, ambos
adrenalectomizados, apresentaram diminuig¢des significativas
{p<0,05) nes niveis de tiroxina, em relagac acs grupos sem
adrenalectomia.

A figura 21 demonstra os niveis de
corticosterona (ng/ml) deste grupe em gquestdoc. Podemos

cbservar nivels indosavels de corticosterona nos animais

adrenalectomizados (p < 0.05).



COMENTARIOS:

Comparando-se o©s resultados dos animals
lesados no complexo hipocampal, com e sem adrenalectomia,
observamos gue a adrenalectomia aboliu o efeito da lesac na
resposta imune primaria (figura 18).

Os animais com lesdo na fimbria hipocampal,
que estavam conm a resposta imune suprimida, apos
adrenalectomia tiveram sua resposta aumentada (figura 18) e
diminuida em relagdo ac grupc normal/adrenalectomizado com
40 dias de pos-operatdric (figura 6} e uma diminuig¢ao no
numnero de células nucleadas por bago (figura 19). Este
efeitoc foi alcancadeo pela diminuicéo dos niveis de tiroxina,
que nos animais sem adrenalectomia estavam normals, e pela
auséncia de corticosterona (figuras 20 e 21). Além disso, a
diminuicdoc no peso do timo parece demonstrar gque este orgao
também sofreu as influéncias destas mudangas hormonais
ocorridas (tabela 5).

J& nos animais com lesdoc mista, gque estavam
com a resposta imune aumentada, apds adrenalectomia, tiveram
diminuicac pronunciada nesta resposta (figura 18) e tambén,
guando conmparada com os animais normais/adrenalectomizados
(figura 6). Mais uma vez, as diminuicées nos nivels de
tiroxina, que nos animais sem adrenalectomia estavam
aumentados, bem como a auséncia de corticosterona, parecen

ter papel importante no efeito alcangado (figuras 20 e 21).
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TABELA 5 - Valores das médias + EPM dos pesos das glandulas:
adeno-hipofise, tirdide, timo e testiculos, expressos em mg/
100 g de peso corporal, dos grupos lesados na fimbria
hipocampal (L.F} e com lesadac mista (L.M), com ou sen
adrenalectomia (ADX), inoculados com hemacias de carneiro e
sacrificados 5 dias apods imunizagac.

GLANDULAS (mg%)

A.HIPOFISE TIROIDE TIMO TESTICULOS

GRUPOS

L.F 1,8+0,2 6,5+0,4 116,8+7,6 1036,8+26,2
{(N=8)

L.M. 2,3+0,1 5,9+0,2 92,1+4,4 952,9+26,2
(N=26)

L.F/ADX 2,1+0,1 6,2+0,5 76,2+8,7% 995,9+36,8
(N=6)

L.M/ADX 2,1+0,1 €,5+0,3 85,1+8,6 922,7+30,1
(N=10)

EPM = errc padrac da meédia
N = numero de animais

* p < 0.05 em relagao ao grupo sem ADX
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FIGURA 18 - Valores das mggias + EPM do namero de ceélulas

formadoras de placas {x 10 células do bago) dos grupos con
lesao de fimbria hipocampal (L.F) e em parte do hipocampo e
parte da fimbria (L.M), com ou sem adrenalectomia (ADX),
inoculados com hemacias de carneiro e sacrificados 5 dias
ap6s imunizacgao.

* p < 0,05 em relagaoc ac grupo sem ADX

() numero de animais
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FIGURA 19 - Valores das médias + EPM do numero total de
células nucleadas por bago (x 107) dos grupos com lesac de
fimbria hipocampal (L.F) e em parte do hipocampo e parte da
fimbria (L.M), com ou sem adrenalectomia (ADX), incculados
com hemacias de carnerio e sacrificados 5 dias apos
imunizacaao.

* p < 0,05 em relagdac ao grupo sem ADX

() numero de animais
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FIGURA 20 =~ Valores das médias + EPM dos niveis de tiroxina
sérica (ug%) dos grupos com lesdc de fimbria hipocampal
(L.F) e em parte do hipocampo e parte da fimbria {(L.M), com
ou sem adrenalectomia (ADX), inoculados com hemacias de
carneiro e sacrificados 5 dias apés imunizagao.

* p < 0,05 em relagao ao grupo sem ADX

() numero de animais
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FIGURAR 21 -~ Valores das médias + EPM dos niveis de
corticosterona sérica (ng/ml} dos grupos com lesao de
fimbria hipocampal (L.F) e em parte do hipocampo e parte da
fimbria (L.M), com ou sem adrenalectomia (ADX), inoculados
com hemacias de carneiroc e sacrificados 5 dias apos
imunizacao.

* p < 0,05 em relagao ao grupo sem ADX

() numero de animais
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Inumeras evidéncias demonstraram haver uma
correlacac entre os sistemas imune e neuroendocrino
(BESEDOVSKY, DEL REY & SORKIN, 1985). Como © sistema
neurocendoécrino € regulade nao so pela atividade do
hipotalamo, mas também pela interagao deste com estruturas
extra~hipotalémicas, comc o© complexo limbico, estudos
sistematicos estdc sendo realizados neste laboratorioc com ©
intuitoe de investigar os efeitos de estruturas deste
complexo sobre o sistema imune.

O presente trabalho, prosseguindo nesta linha
de pesguisa, teve por finalidade analisar a importancia da
formacac hipocampal na resposta imune primaria de rates,

dentro da sequéncia experimental descrita.

I~ ESTUDO DO GRUPC DE RATOS NORMAIS.

As primeiras investigagdes do envolvimento
dos horménios na resposta imune utilizaram a administracao
de horméniocs , ablacaoc ou bloqueio das gléndulas endocrinas
de animais experimentais, atestande a modulagdoc do sistema
imune pelc sistema endécrino (BESEDOVSKY et al, 1875).
Entretantc, para melhor conhecimento da possibilidade que a
resposta imune por si levaria a mudancas nos niveis
hormonais, do mesmo modo gue BESEDOVSKY et al (18975},
tornou-se necessario a realizacdo deste estudo, para melhor
conhecimento dos animais a serem utilizados ao longo das

fases experimentais.

-
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Os resultados obtidos neste experimento
diferem discretamente dos resultados de BESEDOVSKY et al
(1975), gue demonstraram o pico de IgM~-PFC anti-hemacias de
carneiro nc 5°¢ e 7¢ dias apés imunizagdo. Em concordéncia
com nossos resultados, o nivel maximo de corticosterona foi
alcancado Jjuntamente com inicio do pico da resposta imune e
a maior concentracdo de tiroxina precedeu a resposta imune,
embora tenha seus valores diminuidos durante a manutencéo do
pico da resposta.

Assim, o aumento nos nivéis de corticosterona
teria como finalidade o controle da expansdo do processo
imune desencadeado pela introducéao de um antigeno
(BESEDOVSKY & SORKIN, 1977), ja gue este horménio tem papel
bem definido na supressao dos diferentes tipos celulares
envolvidos nos eventos da resposta imune, como macrofagos
(SNYDER & UNANUE, 1982), linfécitos T (ALTMAN & ROSENTREICH,
1975 e GILLIS, CRABTREE & SMITH, 1979) e linfocitos B (CUPPS
et al, 1985).

A tiroxina, por sua vez, teria importante
papel na regeneracdc do tecido linfoide (WHITE, 1970},
impedindo que o processo imune cause danos a estes tecidos,
principalmente em associagdc com o GH (PIERPAOLI et al,
1969). Como observamos diminuicdo da adeno~hipéfise no 5¢
dia (tabela 1) e, portanto, uma possivel diminuig¢ac na
producdo de GH, a tiroxina por si s6 nao poderia regenerar o

timo, gue apdés o pico da resposta imune se encontrou

diminuido (tabela 1).



Portanto, nesta fase experimental, alem de
determinarmos as caracteristicas dos nosSses animais,
mostramos, de acordoc com a literatura, gue durante a
resposta imune ocorrem mudangas hormonais gque podem regular,
por um mecanismo de retroalimentacao, a duracgac e,

possivelmente, até a amplitude da resposta imune (BESEDOVSKY

et al, 1975).

II- EFEITO DA ADRENALECTOMIA SOBRE A RESPOSTA
IMUNE PRIMARIA DE RATOS.

A relacado entre gléndulas adrenais e tecido
linfatico foi primeiramente reconhecida por THOMAS ADDISON
{1855}, gue descreveu hiperplasia do sistema 1linfdide em
pacientes com insuficiéncia adrenal. Depois, com ©
isoclamento dos horménios adrenais, SELYE (1946) demonstrou
seu efeito litico sobre o tecido linfdide. Inumeros estudos
foram realizados para se analisar o efeito do tratamento
com corticosterdides sobre a distribuicac e fungéo das
células Iimunocompetentes (DOUGHERTY, 1952), principalmente
porgue a secregao de corticosterdides tem sido considerada
como um dos mecanismos de modulacgdo da imunidade induzida
pelo estressc (STEIN, KELLER & SCHLEIFER, 1985), isto &, o
aumento da atividade adrenal suprime diferentes eventos da
imunidade, aumentando a susceptibilidade a doencas (KELLER
et al, 1983).

Ja os efeitos da adrenalectomia sobre o

sistema imune tém sido pouco estudados, embora pesqguisas

oy



realizadas em camundongos e ratos tenham demonstrado
alteracgdes na proliferacao dos tecidos linfdides, incluindo
o timo, gque mostrou aumento da atividade mitdtica apos
adrenalectomia (DOUGHERTY, 1960). Além disso FLOWER et al
(1986) demonstraram a ocorréncia de um aumento pronunciado
na resposta inflamatdéria em ratos adrenalectomizados,
aumento este que poderia ser prevenido atraves do tratamento
com glicocorticdides.

Varios trabalhos utilizam-se da
adrenalectomia para estudo do eixo hipotalamo-hipdfise-
adrenal. Apds adrenalectomia, foi observado aumento de
sintese e secrecao de ACTH pela adeno~hipoéfise (BUCKINGHAM &
HODGES, 1974 e LEVIN, SHINSAKO & DALIMAN, 1988) e elevagac
temporal nos niveis de receptores para corticosterona no
hipocampo {MACEWEN, KIOST & ROSTENE, 19865 . Mas, de

fundamental importéncia, ¢ a significativa dinminuigdc de

corticosterona circuiante apos algumas horas da
adrenalectomia (BUCKINGHAM & HODGES, 1974 ; XELLER et al,
1983 e DAMASCO & PEDRAZZINI, 18853, que pode ser

restabelecida com a administracao de corticosterdides.
Em nossc experimento, utilizando-nos do
modelo classico de adrenalectomia, demonstramos gque a

ablacdo cirurgica das glandulas adrenais causa alteragdes no

cursco da resposta imune
ROCHA (1985) descreveu depleg¢ao celular dos
tecidos linféides em camundongos, induzida pela

adrenalectomia, gue, apds 2 meses de pos-operatdrio, foil
&



compensada por hipertrofia -&Mm concordancia com o5
resultados de DOUGHERTY (1952)- bem como aumentoc das
diferentes populagodoes celulares do timo. Embora nao tenhamos
observado alteragéeé noc  peso do timo dos animais
adrenalectomizados , seus 6rgaos linfdéides possivelmente se
tornaram mais aptos a reconhecer e responder com maior
intensidade a presenga de um antigeno.

Estes efeitos foram alcangados COomo
consequéncia da auséncia de corticosterona circulante,
embora tenhamos observado um aumento deste hormbénio -em
relacdo ao animal inoculado com solugaoc salina fisicldgica
(figura 9)- guando o animal adrenalectomizado foi estimulado
com um. Este curioso aumento se deve, possivelmente, ac fato
de existirem glandulas adrenais acessoérias, descritas en
ratos, especialmente adultos, gque sobreviveram a
adrenalectomia bilateral, atraveés da hipertrofia
compensatéria de um tecido extra-adrenal, localizado em sua
maior parte no tecido adiposoc peri-adrenal e peri-renal e no
retroperitonec (WEISZ, HORVATH & KADAS, 1%59).

0 aumento no peso da adeno-hipdfise dos
animais adrenalectomizados (tabela 2) pode indicar ou um
aumento de sintese hormonal, ou uma consequéncia do
fendmenc '"rebote® descrito por ROCHA (1985). Observamos
tanmbémn, uma profunda alteracaoc no eixc tiroidiano,

caracterizada pela diminuicdo de tiroxina circulante (figura

8) e diminuicaoc do peso da tirdide (tabela 2).
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Todas estas nmudangas tém a finalidade de
manter a homeostasia do animal, gue foi deseguilibrada pela
retirada de glé&ndulas de suma importéncia para o organismoc,

assim como pela introducac de um antigeno em seu meio

internoc.

I1XI- E¥FEITO DA WYSHAMB®-CIRURGIA NO COMPLEXO
HIPOCAMPAL SOBRE A RESPOSTA IMUNE PRIMARIA DE RATOS.

Este experimento fol realizado com o objetivo
de analisar se a manipulacdoc, o estresse cirurgico e o
trauma mecanico, causado pela simples introdugdo do eletrodo
no sistema nervoso central, nac desencadeariam desarran]jos
funcionais significativos.

ROCHA (1985) demonstrou gue o estresse
cirurgico, ou simplesmente a anestesia, em camundongos,
induz deplegcdo de linfécitos no linfonodo e bago, timdcitos
imaturos e células nao-T nao-B na medula o6ssea. Estes
efeitos foram méaximos nas primeiras 24-48 hs apés o
estresse, sendo gue um periodo de 1-32 semanas de pos-
operatdric fol necessario para plena recuperagac das

populacoes de ceélulas linfoides.

FORNI (1984) demonstrou tambeém que
camundongos ‘“sham"-operados, com lesbes cerebrais nao-
especificas ou com leséao hipotalémica, apresentaram

diminuigac da atividade NK apés 7 dias de cirurgia. Os

camundongos '"sham"-operados, e agqueles com lesdo nao-

especifica, retornaram a niveis semelhantes abs dos animais
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controles nao-tratados apds 2 e 3 semanas respectivamente,
enguanto gue a mudang¢a persistiu nos camundongos com lesao
hipotalamica.

Estes dados da 1literatura, Jjuntamente com
resultados obtidos de grupos pilotos, nos levaram a utilizar
o periodo de 25-30 dias de poés-operatdéric nos animais
submetidos & lesdo estereotaxica.

O0s resultados o©obtidos neste experimento
demonstraram ser, de extrema importancia, a manutencao da
resposta imune primaria (figura 10), bem como dos niveis de
corticosterona (figura 13) -~em concordéncia com resultados
de "sham"-estimulacgac (DUNN & ORR, 1984) e "sham"-~cirurgia
em gatos (FENDLER, KARMOS & TELEGDY, 1961)- fato esse que
nos permitiu utilizar este grupo como controle dos grupos

lesados dos experimentos posteriores.

IV~ EFEITO DE LESOES NO COMPLEXC HIPOCAMPAL
NA RESPOSTA IMUNE PRIMARIA DE RATOS.

Baseado em diversas observagdes, pode~se
enfatizar que a neuroimunomodulacao é, pelo  menos
parcialmente, mediada por mudancas na concentracidaoc de
horménios circulantes gue podem efetuar alteragdes na fungao
intrinseca de linfoécitos, interagindoc com receptores
especificos de membrana (WEIGENT & BLALOCK, 1987). Em
contraposicédo, CROSS et al (1980 e 1984) tem mostrado gque

lesbes no hipotalamo anterior causam diminuigdes nas

respostas de linfocitos e na atividade NK, néao estando estes
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efeitos relacionados & mudancgas nos nivels de corticosterona
circulantes, embora estes experimentos tenham sido
realizados no pericdo em gue os animais ainda estavam sob
influéncia do estresse cirdrgico.

No entante, a ablagdoc de nucleos limbicos
egpecificos pode resultar em suficientes mudangas na
concentracado de horménios, alterando, conseguentemente, a
resposta imune.

Varias estruturas limbicas saoc areas
integradas gue tém a capacidade de facilitar ou inibir
liberacao de ACTH, dependendo da fonte primaria de
estimulagao, do estado da atividade hormonal enddégena e das
areas da citocargquitetura que estdac sendo ativadas (DUNN &
ORR, 1984).

Indmeros estudos, utilizando-se do modelo de
hipocampectomia total por sucgdo, demonstraram ser o©
hipocampo responsavel peloc elemento inibidor da atividade
hipoéfise-adrenal, pois esta clrurgia causou  aumento
significativo nos niveis de corticoides circulantes (ENIGGE
& HAYS, 1963 e WILSON et al, 1980). Em vista de gue este
efeito foli alcancado 1 a 3 meses ap6s a operacao, pdde-se
concluir que sua acgdo inibitdéria & tdénica e naoc € compensada
neste periode por outras estruturas (FELDMAN & CONFORTI,
1980} .

FELDMAN et al (1980) demonstraram também que
a hipocampectomia dorsal ou ventral ndo alteraram os niveis

basais de corticosterona plasmatica, embora a resposta de
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corticosterona ac estresse e & administragaoc de dexametasona
tenham sido alteradas na hipocampectomia dorsal.

Alem do eixc adrenal, a estimulacac do
complexo hipocampal em cées, causou aumento significativo da
atividade tiroidiana, via liberacdo de TSH, prevenida pela
hipofisectomia { SHIZUME et al, 1962).

Como conseguéncia destas alteracodes
hormonais, lesdes do ﬁipocampo causaram aumentoc no numeroc e
na atividade Dblastogénica de 1linfdécitos esplénicos e
timicos, mediada por horménios da hipdfise, pois a
hipofisectomia reverteu estas alteracdes (CROSS et al,
1982).

Além disso, lesfes com Aacido kainicico na
area hipocampal, produziram uma mudanca na funcdo imune,
caracterizada pela facilitagcidc da producaoc de IgG e IgM e
reducac dos titulos de IgA, 2 a 5 semanas apds a cirurgia e
possivelmente até por mais tempoc (NANCE & RAYSON, 1987).

Entretanto, sabendo-se das diferencas
estruturais e funcionais das &reas do complexe hipocampal
(MEIBACH & SIEGEL, 1977), e comec nac se encontrou na
literatura dados correlacionando estas Aareas com suas
respectivas influéncias na neurcimunomodulacac, realizamos
este experimentoc com a finalidade de demonstrar tal
correlagao. Os dades do presente estudo nos revelaram
portanto, que os efeitos da neuroimunomodulacdo, na fungao
de linfécitos esplénicos, variam de acordo com a area do

complexo hipocampal que foi lesada.
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B interrupcdc da principal via emergente do
complexo hipocampal, a fimbria hipocampal, dgue modula
diferentes nucleos hipotalémicos, acarretou uma diminuicaoc
na resposta imune humoral (figura 14).

Os nivels de corticosterona obtidos destes
animais (figura 17) estd3c em concordadncia com o estudo
realizado por FELDMAN & CONFORTI (1980), autores esses gque
tambem demonstraram que a secgdo da fimbria hipocampal néc
causa alteragdoes nos nivels de corticosterona.

Portanto, esta supressao da resposta imune
pode ser devida a fatores como opidides enddgenos ou sistema
neurovegetativo simpatico/parassimpatico. E bem conhecida
uma ligagdo neurcanatdédmica entre sistema nervoso central e
tecidos imunocompetentes, demonstrada pela presenga de
fibras simpaticas e pela liberacdo de noradrenalina nc baco,
gque pode ser a responsavel por efeitos supressores na
resposta imune (BESEDOVSKY et al, 1979 e FELTEN, et al,
1987).

J& na lesdo mista, gue atingiu parte do
hipocampo (parte das porgdes CAZ e CA3) e parte da fimbria
hipocampal, houve um aumento da resposta imune (figura 14),
concomitantemente a alterac¢des hormonais significativas.

Portanto, esta pequena regido lesada pode ter
importéncia para a manutencido dos fenémenos descritos na
literatura. Nela pode estar contido o componente inibidor da
atividade do eixo hipéfise-adrenal (KNIGGE & HAYS, 1963) e a

lesdo incompleta da &area pode ter causadc um efeito



estimulatdrio ‘10ca1, resultando na diminuicéao de
corticostercona circulante (figura 17). Além disso, pode
estar havendo o mesmo efeito no eixo hipdéfise-tirdide, pois
como foi descrito por SHIZUME et al (1962), a estimulacdo do
complexo hipocampal de cdes causou um aumentc da atividade
tiroidiana.

Ja a lesado parcial de hipocampo (parte do
campo CAl)} nao causou alteragdes significaticas em nenhum
dos parametros fisioldgicos estudados, demonstrando que esta
regido nao tem papel importante na neuroimunomodulacio.

Desta maneira, podemos  concluir gque o
complexo hipocampal demonstrou ter importante papel na
neurcoimunomodulagao, embora cada estrutura gque o compde

contribua de forma diferente neste processo.

V- EFEITO DA ADRENALECTOMIA NA RESPOSTA IMUNE
PRIMARIA EM RATOS COM LESOES NO COMPLEXO HIPOCAMPAL.

Como ja& descrevemos anteriormente, o complexo
hipocampal €& responsavel pela regulagd3o de varios eixos
glandulares -ao modular os diferentes nicleos hipotalédmicos
({RAISMAN & FIELD, 1971)~- e, em particular, o eixo
hipotalamo-hipéfise-adrenal (DALLMAN et al, 1987), e que
funciona como componente inibidor deste eixo (KNIGGE & HAYS,
1963 & WILSON et al, 1980).

Apds a conclusdao do experimento anterior,

onde demonstramos a influéncia do complexo hipocampal sobre
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a resposta imune primaria, desejavamos evidenciar o papel
das glandulas adrenais nos efeitos observados.

Através dos resultados deste experimentc,
podemos concluir que, embora a adrenalectomia altere a
resposta imune primaria de linfocitos esplénicos de ratos
(figura 6), ela reverteu a diminuicdc da resposta observada
em ratos com lesdes na fimbria hipocampal, bem comc o
aumento em ratos com lesdo mista (figura 18).

Portanto, uma adrenal intacta € necessaria
para a manutencao da resposta imune primaria em ratos com
lesdes no complexo hipocampal. Além disso, parte destes
efeitos podem ter sido obtidos pela alteracdc do eixo
tircidiano, que apresentou diminuicic nos niveis circulantes
de tiroxina (figura 20), embora este dado isoclado nac
expligue completamente os resultados observados.

Os resultados deste estudo revelam gue os
efeitcos da neuroimunomodulacdo variam de acordo com a area
do complexc hipocampal lesada, que é parcialmente abolida
pela adrenalectomia, indicando que estes efeitos séo
mediados, pelo menos em parte, por hormdnios oriundos das
glandulas adrenais, além dos horménios tircidianos e também

da influéncia do sistema nervoso simpatico.
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VI.SUMARIOC E CONCLUSOES



Este trabalho teve por objetivo investigar a
importéncia do complexo hipocampal na resposta imune
primaria de ratos.

Os resultados obtidos na sequéncia
experimental descrita permitem as seguintes conclusdes:

1. Durante a resposta imune primaria de
ratos, frente um antigenoc particuladc T~dependente, ocorrem
mudancas hormonals significativas, caracterizadas pelos
aumentos de corticosterona e tiroxina circulantes. Estas
modificagdes podem ter comc finalidade a regulacao, por um
mecanismo de retroalimentacéc, da duracgao e, possivelmente,
ateé da amplitude da resposta imune.

2. A ablacgaoc cirurgica das gléndulas adrenais
causou profundas alteracdes no curso da resposta imune, ou
seja, a auséncia de corticosterona circulante causou um
aumento de IgM~PFC anti—heméciaé de carneiro 30 e 40 dias
apos adrenalectomia. Além disso, foram observadas mnmudancas
em outros eixos hormonais (tiroxina e possivelmente
horménios adeno-~hipofisarios), que podem ter a finalidade de
manter a homeostasia do animal, guebrada pela auséncia
destas glandulas e pela introdugcdo de um antigenc no
organismo.

3. Os animals submetidos & sham-cirurgia
tiveram resposta imune semelhante acs normais, embora
tenhamos observade alteragdes na celularidade do bago,
niveis de tiroxina e pesos de glandulas, possivelmente

devido ao estresse cirurgico. Entretanto, os niveis de
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corticosterona se mantiveram normais, © gue nos permitiu
utilizar este grupo como controle dos grupos lesados.

4. O complexo hipocampal demonstrou ter
profunda influéncia na neurcimunomodulagao da fungao de
linfécitos esplénicos, embora cada estrutura gue o compde
contribua de forma diferente. Ratos com lesdo de fimbria
hipocampal tiveram sua resposta imune suprimida,
possivelmente devide a fatores como opidides endogenos ou
sistema neurovegetativo simpético/parassimpatico, ja gque os
niveis de corticosterona e  tiroxina se mantiveram
semelhantes ao controlé. Agqueles com lesdo mista, atingindo
parte do hipocampo (porgdes CA2Z e CA3) e parte da fimbria
hipocampal, apresentaram aumento da resposta imune como
efeito resultante da diminuigdo de corticosterona e aumento
de tiroxina . J& aqueles com lesdo parcial de hipocampo
(porgac CAl) nao apresentaram alteracdes significativas nos
parametros fisioldgicos observados.

5. Embora a adrenalectomia altere a resposta
imune primaria de ratos, ela reverteu parcialmente a
diminﬁigéo da vresposta observada em ratos com lesaoc de
fimbria hipocampal e o aumento em ratos com lesdo mista,
demonstrando gue parte dos efeitos que as lesdes causaram na

resposta imune fol devido a hormdnios oriundos das gléndulas

adrenais.
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Os resultadoes obtidos, analisados em
conjunto, coincidem com estudos descrites na literature
sobre a comunicagac bildirecional entre os sistemas imune e
neuroendoécrino e com a existéncia de estruturas extra-
hipotalamicas gue interferem nesta rede de interacgodes.

Portanto, podemos concluir que as diferentes
regites dentro do complexo hipocampal tém diversos graus de
importdncia na neuroimunomodulacgaoc. Os efeitos desta
interacao mostraram ser, pelo menos em parte, mediados por
horménios provenientes das glandulas adrenais, nao
descartando, no entanto, a influéncia de outros eixos

glandulares, assim como a do sistema nervoso simpatico.
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