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1. INTRODUCAO



Os estudos da interacdo entre os sistemas nervoso, endécrino
e imunolégico sdo bastante evidentes na literatura recente. Embora
o campo da neuroimunoendocrinologia tenha sido definido, em parte,
no final da década de 70 (BESEDOWSKI & SORKIN,1977), sua
origem € muito mais antiga. Em meados da década de 20, as
conclusbes dos trabalhos de Metal'Nikov e Chorine apontavam na
direg@o de que o sistema nervoso central poderia estar envolvido na
resposta imune (METAL'NIKOV & CHORINE, 1926). A explicacdo
para esse fato surgiu com o desenvolvimento do conceito de
estresse (SELYE, 1936a) e baseou-se nas observacdes de que o
timo sofria involugdo em consequéncia do estresse (SELYE, 1936b).
Atuaimente, embora se saiba da complexidade da interacsio entre
esses sistemas in vivo (ADER et al, 1990) ela é largamente aceita e
difundida entre os pesquisadores, principalmente no que se refere ao
controle neuroendécerino sobre o sistema imune. Menos aceito, mas
talvez o mais importante e recente avango em
neurcimunomodulagéo é o reconhecimento de que ¢ sistema imune
pode regular as fungdes neuroendbdcrinas, tomande essa
comunicagdo bidirecional (BLALOCK, 1989). Além disso, o sistema
nervoso central, o sistema endé6crino e o sistema imunoldgico
interagem e respondem a estimulos fisiolégicos e farmacolégicos de
maneira coordenada (DE SOUZA, 1993).

A manutencdo da homeostasia é requisito essencial para o
bom desempenho das diferentes fungdes do organismo. Entre os
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sistemas homeostaticos, os eixos imune e endécrino t&m relevancia
especial na restauragéo do balango fisiolégico quando o organismo
entra em contato com antigenos (RIVIER, 1993). Embora
considerados por muito tempo praticamente independentes um do
outro, esses eixos s&o, agora, sabidamente comunicaveis através
de receptores e ligantes comuns (BLALOCK et al, 1985; BLALOCK,
1989; WEIGENT & BLALOCK, 1987).

Em ratos, os glicocorticéides s3o, usualmente,
imunossupressores (CLAMAN,1988). Em geral & suposto que a
elevagdo dos niveis de esterGides adrenocorticais € responsavel
pela modulacdo da atividade imunolégica, frequentemente,
associada ao estresse. Entretanto, sabe-se hoje que a agdo
moduladora do sistema neuroendécrino sobre a resposta imune é
mais complexa e n&c depende da ac8io exclusiva dos
glicocorticéides (BLALOCK,1989). Embora os horménios esterdides
sejam importantes na imunomodulagio (CUPPS & FAUCI, 1982),
recentemente fol demonstrado que varios homénios, e em
particular, alguns neuropeptidios apresentam receptores nas células
imunorreguladoras envolvidas na interag@io celular do sistema imune
pedendo, portanto, modular a fungsio imunolégica (MORLEY et al,
1987).

Os horménios peptidicos, na sua maioria, podem modular
diretamente a resposta imune (BLALOCK, 1989). O ACTH que,
iniciaimente, parecia interferir na imunomodulagéo somente através
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da esteroidogénese, demonstrou ser também eficaz na regulagao
das fungbes dos principais tipos celulares do sistema imunolégico,
suprimindo a sintese das imunoglobulinas e do gama-Interferon
(JOHNSON et al, 1982, JOHNSON et al, 1984) estimulando a
proliferacdo das células B (ALVAREZ-MON et al, 1985; BOST et al,
1987) e suprimindo a ativag@io de macréfagos mediada pelo gama-
interferon (KOFF & DUNEGAN, 1985). O ACTH também demonstrou
ser capaz de interferir, de maneira inibitéria, na resposta aos
antigenos T-dependentes (SRBC) e aos  antigenos T-
indenpendentes (DNF) em ensaio-PFC  in vifro (JOHNSON et al,
1982), além de suprimir a produgao de linfocinas pelos linfocitos-T
in vitro (JOHNSON et al, 1984). Vérios outros derivados peptidicos
apresentam atividade imunomoduladora, como a substancia P | que
promove um aumento na proliferagéio de células T (GOETZL et al,
1985) e o TSH, que aumenta a sintese de imunoglobulinas
(BLALOCK et al, 1985; KRUGER & BLALOCK, 1986).

Os opidides endbgenos, por sua vez, s#io capazes de
influenciar as fungBes dos principais tipos celulares dentro do
sistema imune. As endorfinas e as encefalinas podem modificar a

proliferacdo de linfécitos antigeno-especificos ou mitégeno-
dependentes in vitro (FONTANA et al, 1987; GILMAN et al, 1982), a
atividade das celulas NK (FROELICH & BANKHURST, 1984: KAY et
al, 1984), a resposta de anticorpos (HEIJNEN et al, 1986; JOHNSON
et al, 1982), a producdo de gama-interferon (BROWN & VAN EPPS,
1986) e a quimiotaxia dos fagocitos (VAN EPPS & SALAND, 1984). A
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resposta final da ag8o dessas substincias sera estimulatéria ou
inibitéria, dependendo da sequéncia de aminoédcidos ligada ao
receptor opidide ou ndo-opidide (CARR, 1988 SIBINGA &
GOLDSTEIN, 1988) e do estagio de ativagsio ou diferenciacso do
linfécito que se ligou a endorfina em questdo (SMITH et al, 1986).
Exemplificando, a alfa-endorfina e o ACTH inibem (JOHNSON et al,
1982), enquanto a beta-endorfina aumenta (HEIJNEN et al, 1986;
SMITH et al, 1986; ) ou n&o afeta (JOHNSON et al, 1982) a resposta
primaria de anticorpos anti-SRBC.

As encefalinas, no entanto, ligam-se a receptores especificos
no cérebro e em linf6citos, e s&o imunomoduladoras em relagso a
formacgéo de anticorpos in vifro e in vivo, ao nimero de leucécitos
no sangue periférico, ao peso do timo, & resisténcia a antigenos
virais e tumorais, a migragdo de linfécitos, & citotoxicidade celular
dependente de anticorpos, e a producdo de interleucina-2 e
expresséo do receptor para interleucina-2 (JOHNSON et al, 1982).
JOHNSON et al. (1982) mostraram que a alfa-endorfina é potente
supressora da produgsio de anticorpos, enquanto que a beta e
gama-endorfinas n&o apresentam essa propriedade. Como visto
acima, um aspecto Eriteressante da atividade imunomoduladora das
endorfinas reside no fato de que apesar das formas alfa, beta e
gama terem a terminagZo NHgj idéntica, elas exercem funcgbes

imunorreguladoras diferentes (SMITH et al, 1985).
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Outros dados que demonstram a participagso do sistema
neuroendécrino no controle da resposta imune provém dos
experimentos de ROSZMAN et al. (1985) que concluiram, em seus
estudos, que lesdes no hipotédlamo anterior s&o imunossupressivas,
e essa reducio da resposta imune néo é devida a um aumento nos
niveis de corticosterdides, mas sim, a supressgo dos macréfagos.
Eles demonstraram, também, que lesdes no hipocampo, amigdala e
nos corpos mamilares acentuam a resposta imune. Entretanto, a
retirada da hipofise aboliu muitos dos efeitos inibitérios sobre o
sistema imune, desencadeados peias leses no hipotdlamo, e todos
os efeitos faciitatorios das lesdes do hipocampo e amigdala.
Portanto, muitas das alteragées imunolégicas induzidas por lesdes
no sistema nervoso central s&io mediadas pela hipéfise ou outros
componentes enddcrinos (ROSZMAN et al, 1985).

Embora varias outras substédncias oriundas do sistema
neuroendécrino possam exercer efeitos imunomoduladores, como
vimos acima, indubitavelmente os hormonios adrenocorticais
persistem commo os principais protagonistas da imunomodulagso.

Os glicocorticbides s8o sintetizados e liberados pelo cértex
adrenal, sempre que o eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenal for
estimulado. O homdnio liberador da corticotrofina (CRH),
demonstrado, primeiramente, em  extratos  hipotal&micos
(GUILLEMIN & ROSENBERG,1955; SAFFRAN & SCHALLY, 1955)
e, posteriormente, isolado e sequenciado por VALE et al. (1981), é
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um peptideo sintetizado, principalmente, nos neurdnios
parvocelulares do nucleo paraventricular hipotaldmico (ANTONI et
al, 1983; BLOOM et al, 1982, BRUHN et al, 1984; BUGNON et al,
1982; JESSOP et al, 1990; MERCHENTHALER et al, 1982
OLSCHOWKA et al, 1982; SWANSON et al, 1983). Os neurdnios
produtores de CRH apresentam projeges que alcangam a camada
externa da eminéncia média hipotal&mica (zona neurchemal), onde o
horménio € secretado nos capilares porta-hipofisarios (plexo
primario) em resposta a estimulos apropriados (THOMPSON et al,
1987). O sangue portal, subsequentemente, flui para a hipéfise
anterior (plexc secundario), onde o CRH estimula a liberacsio do
horménio adrenocorticotréfico (ACTH) tanto em condi¢es basais,
como em resposta ao estresse (JESSOP et al, 1990). Portanto, a
integridade da eminéncia média hipotaldmica ¢ de fundamental
importancia para o funcionamento adequado do eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal (McCANN, 1953).

O hipotalamo é uma érea cerebral que contém muitos dos
peptidios que modulam as fungSes neuroendodcrinas (SWANSON,
1987), sendo considerado o centro para a via de comunicagsio
bidirecional entre os eixos neuroendécrino e imune (RIVIER, 1993).
Os sinais neurais associados ao estresse sioc traduzidos em
respostas endoécrinas através de seus efeitos em nivel do
hipotélamo medio-basal (MEANEY et al, 1993). Qualquer que seja a
origem do estresse, esse tem sua expressdo neuroendécrina
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definida somente apos o hipotélamo modular a informagéo e enviar o
mensageiro quimico CRH para a adeno-hiptfise pelos vasos porta-
hipofisarios da eminéncia média (RIVIER & VALE, 1983). Les8es
hipotalémicas, particularmente da eminéncia média, abolem a
liberagdo do ACTH hipofiséric e dos esteréides adrenais em
resposta ao do estresse (McCANN, 1953). Desse modo, a estrutura
chave para a ftransmissio da mensagem neuroendécrina, em
condigdes basais ou em resposta ao estresse, é a juncéo
neurovascular da eminéncia média hipotalémic.a. A sua destruigdo
desconecta anatdémica e funcionalmente o hipotdlamo da adeno-
hipdfise, bloqueando a expressdo endécrina ao estresse.

Os efeitos dos glicocortictides sobre o sistema imune s&o
extremamente diversificados. Esses hormobnios alteram a
concentrag&o circulante de células brancas do 'sangue, causando
monocitopenia (FAUCI & DALE, 1974; FAUCI, 1976) e linfocitopenia
(FAUCIH & DALE, 1974; FAUCI, 1975; FAUCI, 19786). Contrariamente,
odorre um rapido aumento de neutréfilos na circulagiio associado ao
nivel elevado de cortisol endégeno ou apds administracso exdgena
do horménic (DALE et al, 1975). Os dglicocorticéides além de
bloquearem a produgéo de interleucina-1 em nivel de transcriggo e
traducéio (KNUDSEN et-al, 1987; KERN-et al, 1988; LEW et al, 1988)
exercem, ainda, efeito na sintese de outras citocinas, tais como, o
fator de necrose tumoral (BEUTLER & CERAMI, 1988), a
interleucina-2 e gama-interferon (ARYA et al, 1984; GESSANI et al,
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1988, GRABSTEIN et al, 1986) e a interleucina-3 (CULPEPPER &
LEE, 1985). A atividade das células NK apresenta-se diminuida
apds tratamento com corticosterdides (CAVALLO et al, 1986; GATTI
et al, 1987, HOLBROOK et al, 1983; OSHIMI et al, 1980), entretanto,
a natureza desse mecanismo inibitério ndo esta esclarecido.

No timo, os glicocorticoides induzem a morte celular em
timécitos pela ruptura da integridade do DNA (COMPTON &
CIDLOWSKI, 1986). Aléem disso, a administragdo de glicocorticdides
per se, ou em conjunto com catecolaminas, resulta em diminuicdo
significativa no peso do timo e no nimero de timdcitos (DURANT,
1986). Frente a estimulos estressantes, o timo de ratos sofre
involugdes estruturais  provocadas pelos  glicocorticéides
(CLAMAN,1988). No entanto, o efeito dos horménios esteréides
sobre as células B ¢ bastante controverso. Alguns estudos mostram
uma diminuic&o na produgdo de anticorpos em linfécitos tratados
com corticosterdides (PRUETT et al, 1987, ROESS et al, 1982),
enquanto outros evidenciam o contréric (COOPER et al, 1'979;
FAUCI et al, 1977).

Um fator importante que deve ser considerado quando se
estuda a ag8io dos glicocorticdides é a sensibilidade das células
imunolégicas a esses horménios, a qual varia muito nas diferentes
espécies. A produgBio de anticorpos em espécies esterdide-
sensliveis, como & o caso do rato, & facilmente inibida pelos
glicocorticdides. O mecanismo parece ser principaimente pela
inibic&o ou lise dos linfécitos (CLAMAN, 1988).
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Por outro lado, a ativag8io de vérios componentes do eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal pelo sistema imunolégico é um evento,
atuaimente, bem fundamentado (BERARDINI & SCAPAGININI, 1988;
BLALOCK, 1989). A origem dessa interacéo, em parte, provém dos
estudos de BESEDOWSKY et al. (1975) que revelaram uma
elevagdo transitéria da corticosterona sérica em camundongos e
ratos concomitantemente com o pico da resposta imune. Mais
recentemente essa idéia de que o sistema imune interfere com o
sistema neuroendocrino recebeu importante reforgo pelos achados
de que a interleucina-1 altera a atividade do eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal (BERKENBOSCH et al, 1987; RIVIER & VALE,
1989; SAPOLSKY et al, 1987, UEHARA et al, 1987).

As células imunolégicas ativadas liberam as intereucinas, as
quais estimulam a atividade do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal
(RIVIER, 1993). A administracé@io central de interleucina-1 afeta o
eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal estimulando a secre¢do do CRH
hipotalémico (BERKENBOSCH et al, 1987, SAPOLSKY et al, 1987) e
aumentando a concentrag8o plasmatica de ACTH (BESEDOVSKY
et al, 1986, UEHARA et ai, 1987). Tanto a alfa interleucina-1 como a
beta interleucina-1 causam aumento dose-dependente nos niveis
plasmaéticos de ACTH e corticosterona (RIVIER et al, 1989). A
interieucina-1 usada exogenamente in vivo provoca a liberagso de
ACTH e corticosterona ao ser administrada periférica ou
centralmente (BESEDOWSKY et al, 1986; HARBUZ et al, 1982
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SAPOLSKY et al, 1987). Provavelmente essa agdo seja devida a
uma ativag&o hipotalémica, uma vez que esses efeitos estimulatérios
sobre a secregd@o hormonal s&o bloqueados pela deaferentacso do
hipotédlamo basal medial (OVADIA et al, 1989) ou pela
imunoneutralizagdo do CRH endégeno (BERKENBOSCH et al
1987). Alem disso, RIVEST & RIVIER (1991) demonstraram que
lesGes do nucleo paraventricular atenuam as respostas do eixo
hipotalamo-hipdfise-adrenal & interleucina-1. Tal fato sugere que
esse nucleo hipotalamico € necessario para que haja resposta a
interleucina-1, e, é consistente com o envolvimento do CRH.
Corroborando a idéia de que existe um efeito direto das citocinas nas
celulas secretoras de CRH, estdo os relatos de que as interleucinas
estimulam a liberag&o de CRH de fragmentos hipotal&micos isolados
(CAMBRONERO et al, 1992; TSAGARAKIS et al, 1989), ou por
infusdo direta no hipotalamo (BARBANEL et al, 1990). Por outro
lado, a interleucina-1 também exerce agbes diretas em 6rgdos-alvo
endécrinos, como a hipdfise (BERNTON et al, 1987; FAGARASAN
et al, 1989; FUKATA et al, 1989; WOLOSKY et al, 1985),
estimuiando a secregcfo hormonal. Entretanto, ainda & controvérso
se a interleucina-1 induz a secrecdo de ACTH através de
estimulagdo direta das células hipofisarias, ou indiretamente via
estimulagéo da secregéio do CRH (DE SOUZA, 1993).

Ha evidéncias de que a interleucina-1 possa ser um importante
mediador das respostas enddcrinas, fisioldgicas, neuroquimicas e
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comportamentais durante estados patolégicos (DUNN, 1993). E
provavel que outras citocinas sintetizadas e secretadas com a
estimulag@o imunolbgica podem também participar nessa resposta
(DUNN, 1993).

Qutras citocinas também podem interferir no eixo hipotélamo-
hipéfise-adrenal, entre elas tem-se o interferon, que foi o primeiro
produto de macréfagos e linfécitos observado a ter func&o hormonal
(BLALOCK & STANTON, 1980). Durante experimentos clinicos,
observou-se que o alfa-interferon causa elevac&o nos niveis de
cortisol circulante no homem (ROOSTH et al, 1986). Estudos in vitro
demonstraram dque o interferon induz um efeito esteroidogénico
semelhante ao ACTH em cultura de células adrenais (BLALOCK &
HARP, 1981). A interleucina-2, por sua vez, mostrou capacidade de
elevar ndo s6 o ACTH como também o cortisol em experimentos
clinicos (LOTZE et al, 1985).

Os peptidios timicos também tém grande potencialidade para
modular varias fungbes neuroendécrinas (MORLEY et al, 1987). A
fragg@o 5 da timosina, um grupo de peptidios de baixo peso molecular
extraldos de timos bovinos, estimula as células hipofisarias a
aumentarem sua secregé@o de GH e prolactina (SPANGELO et al,
1987). Esses dados sugerem a existéncia de uma alca de
retroalimentagao entre o timo e a hipéfise.

A agdo moduladora do sistema imune sobre o sistema
neuroendécerino fica evidente com estudos de HEALY et al. (1983) os
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quais demonstraram que a frag¢do 5 da timosina apresenta potente
agéo estimuladora da secreg8io de ACTH e cortisol. Os mesmos
autores corroboram a idéia da existéncia de um eixo timo-
hipotalamo-hipdfise-adrenal mostrando, experimentaimente, que
macacos atimicos apresentam uma diminuiggo significativa dos
niveis circulantes de ACTH e beta-endorfina (HEALY et al, 1983 ).
Além disso, a fragdo 5 da timosina mostrou ser eficaz na inibicso da
ligacdo da dexametasona em timécitos (OSHERQFF, 1981) e na
capacidade de aumentar a secrecao de corticosterona em roedores
in vivo (McGILLIS et al, 1985).

A interacdo imune-neuro-endécrina tem grande relevancia no
presente trabaitho. Como descrito acima, essa interacdo entre os
sistemas ¢ bastante complexa e extremamente importante para a
manuteng&o da homeostasia do organismo. Outro aspecto
importante neste trabalho é a determinagéo do impacto do estresse
anestésico e cirurgico sobre a atividade do eixo hipotalamo-hipéfise-
adrenal, e por extens8o, sobre a resposta imune-humoral e timica.
Nas situagbes de estresse, independente da causa ou origem do
mesmo, a interag8o entre os sistemas imune, nervoso e endécrino
exerce papet fundamental na manuteng&o do estado de equilibrio do
organismo, evitando fendmenos patolégicos.

O conceito de estresse, no sentido bioldgico, foi introduzido na
medicina por Hans Selye, na década de 30. As bases fisiolégicas da
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resposta ao estresse foram atribuldas, inicialmente, a uma ativacéo
de fatores endocrinos envolvendo o eixo simpéatico-adrenomedular
(CANNON, 1935). Na década seguinte, SELYE (1948) descreveu a
resposta de animais de laboratorio expostos a estimulos nocivos,
denominada de Sindrome Geral de Adaptagéo. Posteriormente,
esses conceitos foram sofrendo modificacdes mais abrangentes
(SELYE, 1973, EWBANK, 1985).

O reconhecimento cognitivo de um estimulo adverso deflagra
uma série de respostas neuroendécerinas, incluindo, estimulagdo do
sistema neurovegetativo, ativacio do eixo hipotalamo-hipéfise-
adrenal, producic de neurotransmissores e neuropeptidios, e
produgdo de peptidios e receptores neuroimunolégicos, os quais
facilitam a transmiss@o de sinais bidirecionais entre o sistema
nervoso central e o sistema linforreticular (GRIFFIN, 1989). A
ativagdo do sistema hipotalamo-hiptfise-adrenal e o aumento
concomitante dos niveis de glicocorticdides plasmaticos s#o
largamente usados para monitorar a intensidade de estresse em
animais (FRANZMANN et al, 1975; JOHNSTON & BUCKLAND,
1976; LEACH, 1982), sendo a ativacéo do eixo hipotélamo-hipéfise-
adrenal parte da resposta fisicldgica normal ao estresse (LIGHTMAN
et al, 1993).

Até a identificacio do efeito da ativacsio adrenomedular e
consequente producdo de catecolaminas pelo estresse (MASON,
1968), os corticosterdides reinavam como os horménios do estresse.
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Entretanto, sabe-se hoje que além dos horménios esteréides, varias
outras substancias séo produzidas e liberadas na sindrome do
estresse em animais (ROTH, 1985). A ativagéo do sistema hipéfise-
adrenal induzida pelo estresse é mediada pelos neurbnios
hipotalamicos que contém CRH e vasopressina localizados na regigo
do nucleo paraventricular (MAKARA, 1985). QOutros mediadores
como as catecolaminas, serotonina e angiotensina podem também
desempenhar um papel nessa ativagéic desse sistema, em certas
condicbes (MAKARA, 1985). O CRH parece ser um dos
neurotransmissores-neuromoduladores cruciais do sistema nervoso
central que ativa e coordena as respostas endécrinas,
comportamentais, autondmicas, e imunolégicas ao estresse (DE
SQUZA, 1993). O aumento da liberagdo do CRH ocorre em resposta
a varios estimulos, tais como, a inalagio de éter e o estresse
cirurgico, mas sdo raras as condigdes de estresse que inibem a
resposta hipotalamica-hipofiséria (JESSOP et al, 1989: JESSOP et
al, 1990). Com excegéo do estado fisiolégico da lactag8o, durante o
qual a resposta da corticosterona ao estresse est4d atenuada
(LIGHTMAN & YOUNG, 1989), o estresse osmético crénicc é a
unica condic@o experimental em que ocorre inibicdo do eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal (JESSOP et al, 1990). Ent&o, as demais
situagGes estressantes, com excegéio do estresse osmético crénico,
levam a estimulacdo do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal e 3
produc&o aumentada de glicocorticéides.
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O estimulo osmético crdnico influencia o eixo hipotal&mico-
hipofisario inibindo a secrec&io basal do ACTH, bem como a
secregdo acentuada desse hormdnio induzida pela adrenalectomia
(CHOWDREY et al, 1991; JESSOP et al, 1990). Tais fatos sugerem
a existéncia de um mecanismo central de controle dos neurdnios
parvocelulares hipotalamicos produtores do CRH, independente do
mecanismo de retroalimentag8io negativa dos glicocorticoides. A
diminuicdo do CRH nos neurdnios parvocelulares e na eminéncia
média de animais tratados cronicamente com salina hiperténica,
sugere fortemente que o controle osmoético sobre a liberagéio de
ACTH tem sua agao principal em nivel hipotaldmico. Entretanto, os
fatores que integram a resposta hipotaldmica para o estimulo
osmotico permanecem desconhecidos (RESS et al, 1971)

O estresse anestésico e cirirgico é uma condigdo
determinante na avaliagdo da atividade do sistema hipotalamo-
hipdfise-adrenal, bem como da resposta imunolégica. As
observagbes de que sdo frequentes as infecgSes em pacientes no
perfodo pés-operatorio (CRUSE & FOORD, 1873), e a ocorréncia de
depresséo da medula éssea verificada apés prolongadas exposictes
anestésicas (LASSEN et al, 1956) evidenciam que ha muito tempo
existe a preocupacdo de pesquisadores a respeito do potencial
impacto dos agentes anestésicos e do trauma cirlrgico sobre os
mecanismos de neuroimunomodulagdo. Muitas das funcdes normais
do sistema imune s&o deprimidas ap6s exposi¢fio & combinacéo de
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anestesia e cirurgia (STEVENSON et al, 1990). Uma grande parte
das alteracles imunes observadas em pacientes cirtrgicos s&o
primeiramente resultantes do trauma operatdrio (cauterizagdes e
manipulacdo de tecidos e d&rgdos) e de respostas endécrinas
(aumento de ACTH, catecolaminas e corticosterbides), bem como
dos efeitos adversos das drogas anestésicas (MOUDGIL, 1986;
STEVENSON et al, 1890). Grandes cirurgias provocam marcante
resposta endoécrina ao estresse, e tem sido sugerido que a
imunossupressdo pos-operatéria & mediada pela resposta endécrina
ao estresse durante o periodo peri-operatério (WEISSMAN, 1990).
Corroborando esse fato estdo os dados de que procedimentos
cirdrgicos com anestesia geral promovem diminui¢sio da resposta
imune, ao passo que com anestesia regional essa alteracfio néo
ocorre (TONNENSEN & WAHLGREEN, 1988, WHELAN &
MORRIS,1982). O mecanismo proposto para essa preservagéo da
resposta imune seria o bloqueio do eixo neuroendécrino pela
anestesia regional (HOLE et al, 1982).

Os agentes anestésicos podem ter efeitos tanto diretos, como
efeitos mediados por hormdnios, sobre o0s mecanismos
imunolégicos, embora as a¢gbes hormonais n&o especificas a longo
prazo, em funcdo do estresse anestésico e cinlrgico, possam ter
implicagSes mais profundas posteriormente (WALTON, 1979). A
associagéc do trauma anestésico e cirirgico promove uma
diminuicdc do nUmero absolutoc de linfécitos-T circulantes
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(TONNENSEN & WAHLGREEN, 1988) e reducso da proliferacdo de
linfécitos-T em resposta a mitégenos (SALO et al, 1984;
TONNENSEN et al, 1987). Estudos in vivo, usando véarios agentes
anestésicos, indicam que a combinag8io de anestesia e cirurgia
diminui o numero de linfocitos-B e a sua resposta proliferativa &
mitégenos (ESKOLA et al, 1984; KURZ et al, 1983; SLADE et al,
1975). No entanto, o efeito sobre o nivel de imunoglobulinas &
controverso. Existem relatos indicando diminuiggo (COHNEN, 1972;
ESKOLA et al, 1984, MEALY et al, 1987), aumento (KURZ et al,
1983), ou n&o alteragdo (ESPANOL et al, 1974; SALO et al, 1984;
SLADE et al, 1975) dos niveis circulantes de imunoglobulinas,
relacionados com o estresse cirlirgico e anestésico.

Embora ndo seja conclusivo, parece que a reducio da
resposta imune tanto celular (linfocito T), como humoral (linfocito B)
esta relacionada mais com o grau do trauma cirtrgico que com os
agentes anestésicos empregados (STEVENSON et al, 1990). O
mecanismo exato pelo qual a estimulagio cirirgica diminui a
resposta imune ainda ndo é conhecido. Entretanto, a capacidade de
determinadas técnicas anestésicas regionais em bloquear total ou
parciaimente alguns componentes da supress&o imune, observada
no periodo poés-operatério, pode implicar o eixo neuroendécrino
nesse mecanismo (STEVENSON et al, 1990).

Enfre as drogas usadas como anestésicos nos procedimentos
cirargicos, encontram-se algumas com potencial efeito sobre o eixo
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hipotalamo-hipdéfise-adrenal e o sistema imunolégico. Os barbituricos
s&o drogas amplamente usadas na clinica médica. Essas drogas
exercem varias agfes no organismo, entre as quais podemos incluir
efeitos hipnético-sedativos e anestésicos, relaxamento muscular,
acdo anticonvulsivante e ansiolitica, depressio respiratéria e
cardiovascular, e hipotermia. Entretantc alguns derivados do acido
barbitdrico exercem efeitos excitatérios, convulsivantes e
estimulantes sobre a fungéo respiratéria (RICHTER & HOLTMAN.JUR,
1982).

Os barbitiricos agem de forma importante na transmisséo
sinaptica. Essas drogas inibem a transmiss&o sindptica excitatéria e
acentuam a transmiss&o sinaptica inibitoria (HO & HARRIS, 1981). O
aumento da transmisséo inibitéria foi estudado, em detalhes, em uma
variedade de sinapses que usavam o GABA (4cido gama-amino-
butirico) como neurotransmissor (BOWERY & DRAY,1978: NICOLL,
1977, SCHLOSSER & FRANCO,1979). Nessas sinapses, os
barbitiricos mostravam-se capazes de acentuar os efeitos do GABA,
reverter os efeitos de seus antagonistas, e, em alguns casos,
mimetizar seus efeitos (BOWERY & DRAY,1978; NICOLL, 1977;
SCHLOSSER & FRANCOQ,1979). A sensibilidade e seletividade das
sinapses GABAérgicas aos barbitlricos sugere que as mesmas sio
um importante sitic para a acfio dessas drogas (HO &
HARRIS,1981).

A administraggio aguda de pentobarbital aumenta a sintese de
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GABA em cerebro de ratos e este aumento pode estar envolvido na
narcose barbitturica (TZENG & HO, 1977). Estudos mais recentes
tém mostrado que os barbitiricos acentuam os efeitos do muscimol
(um agonista GABAérgico) no furnover da dopamina na retina de
ratos (KAMP & MORGAN, 1980). Os harbituricos, portanto, causam
muitos de seus efeitos no sistema nervoso através do sistema
GABAérgico (OLSEN et al, 1986). O GABA, por sua vez, regula a
fungdo neuroendécrina afetando a atividade do eixo hipotalamo-
hipSfise-adrenal (DeFEUDIS 1984; ELIAS et al, 1982; RACAGNI et
al, 1982). A maioria dos relatos mostra que o GABA inibe a atividade
do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (IXART et al, 1983; JONES et al,
1976; LAKIC et al, 1986; MAKARA & STARK, 1974), embora existam
relatos contraditérios (ALDEGUNDE et al, 1984; GARCY &
MAROTTA, 1978). GREER & ALLEN (1975) descreveram que o
pentobarbital pode exercer algum efeito depressor nos mecanismos
do sistema nervoso central reguladores do ritmo nicterohemeral da
secrecgéio de ACTH.

Os barbitiricos podem agir no sistema imunolégico,
indiretamente, através da interferéncia com o  sistema
neuroendbcrina e, além disso, essas drogas podem atuar
diretamente no sistema imune. O tiopental mostrou-se eficaz em
diminuir a citdlise de células tumorais pelos mondcitos estimulados
por mitégenos (HOLE, 1984).

O éter etilico, no entanto, é um patente agente estressor
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(LOPEZ-JIMENEZ et al, 1989), sendo sua influéncia sobre o sistema
neuroendocrino e a atividade imunolégica de grande relevancia. O
efeito estimulatorio do éter sobre a atividade do sistema hipotalamo-
hiptfise-adrenal & inquestiondvel, e existem evidéncias claras de
que o estresse provocado pelo éter esté relacionado as vias neurais
direcionadas ao hipotalamo antero-lateral (KARTESZ| et al, 1980).
ZIMMERMANN & CRITCHLOW (1967), mostraram que o estresse
pelo éter produz um aumento importante na corticosterona
plasmatica, sendo esse aumento indistingivel entre os perfodos da
manh& ou da tarde. Os dados de YASUDA et al. (1976),
evidenciaram que o estresse pelo éter aumenta de forma
significativa os niveis plasmaticos de ACTH em ratos, sendo esse
aumento mais importante no perfodo matinal, quando a
corticosterona plasmatica esta baixa.

Em relacdo ao sistema imunolégico, estudos antigos
demonstraram leucocitose pés-operatéria apds anestesia com dietil-
éter (MANN,1916). A leucopenia transitdria evidenciada apds
anestesia com barbitdricos, dietil-éter e cloroférmio (SCHWEITZER,
1932; SMITH et al, 1948; USENIK & CRONKITE, 1965) foi atribuida
ou a toxicidade direta ou & redistribuiggio dos leucécitos. O dietil-éter
deprime diretamente a mobilizagdo de fagécitos (BRUCE &
WINGARD, 1971).

Os derivados opidides também exercem efeitos tanto em nivel
do sistema imunolégico, como em nivel do sistema neuroendécrino.
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Em animais de laboratério, a administracdo aguda de morfina
promoveu a supresséo da atividade da células NK (BAYER et al,
1990; SHAVIT et al, 1984). O tratamento crénico com essa droga
levou & supress@o da producgdo de /gM especifica a SRBC
(BUSSIERE et al,1992). Em altas doses, a morfina pode interagir
ndo somente com receptores opidides cerebrais (SHAVIT et al,
1986), mas também com os receptores opidides encontrados nas
células do sistema imune, as quais incluem as células imunoldgicas
esplénicas que medeiam a atividade das células NK (CARR et al,
1994). Alemn dessa agfo direta, os derivados opidides podem
interferir no sistema imune através da estimulagdo do sistema
neuroendécrino, uma vez que essa droga ativa o eixo hipotalamo-
hipsfise-adrenal (GEORGE & WAY, 1955). Por outro lado, existem
estudos sugerindo que a imunossupresséo induzida pela morfina
envolve a ativacgo do sitema nervoso simpético (CARR et al, 1994).
Corroborando essa idéia, a administragéo intracisternal de morfina
produz um aumento dos niveis plasmaticos das monocaminas,
incluindo a norepinefring, a epinefrina e a dopamina (APPEL et al,
1986).

Entretanto, quando se avalia o sistema neuroenddcrino,
percebe-se que o uso isolado de opidides aumenta marcadamente
tanto o CRH hipotalémico como o ACTH plasmético e hipofisario, ao
passc que, quando usados em ratos previamente tratados com
barbittrico, a resposta do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal ao



23

estresse fica abolida (BUCKINGHAM, 1981). Esses dados
corroboram  os relatos de BRIGGS & MUNSON (1955), que
indicavam uma redugéo da atividade hipotalamo-hipéfise-adrenal em
ratos tratados com morfina e pentobarbital. Por outro lado, a
depressdo respiratbria provocada pela associagdo de morfina com
nembutal, alem de causar uma grande mortalidade de animais,
frequentemente promove aumento dos niveis de corticosterona
plasmatica em virtude da méa oxigenagéo sanguinea relacionada com
a dificuldade respiratoria (ARIMURA et al, 1967). No entanto, as
fenotiazinas, como a clorpromazina, demonstraram exercer menor
toxicidade quandoe comparadas com as outras drogas hipnético-
sedativas, além de potencializarem os efeitos dessas drogas e
anestésicos. A associacéo de clorpromazina com morfina e nembutal
torna possivel a redugéio na dosagem das duas Ultimas drogas e,
tambem, a prevencdo da depresséo respiratéria (ARIMURA et al,
1967).



2. OBJETIVOS



Considerando que a eminéncia média hipotalamica é a
estrutura chave para a transmiss&o da mensagem neurcendécrina e,
que, a sua destruigdo desconecta anatdémica e funcionalmente o
hipotélamo da adeno-hipéfise, bloqueando a expresséo endécrina ao
estresse, 0 presente trabalho se propds a determinar os efeitos da
les@o da eminéncia média hipotaldmica e do estresse anestésico e
cirirgico nas alteragbes do timo e o seu impacto sobre a resposta
imunoldgica frente a antigenos T-dependentes.



3. MATERIAIS E METODOS
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3.1 - MODELO EXPERIMENTAL

3.1.1) Animais:. Foram utilizados ratos machos da
linhagem Wistar s.pf, de 2 a 3 meses de idade, fomecidos pelo
Biotério Central da UNICAMP. Os animais foram mantidos por um
periodo de 8 dias no biotério do laboratério de Fisiologia Clinica
Experimental para se adaptarem as condigSes do novo ambiente.
Esse biotério possui ciclo periddico claro/escuro de 12 horas (com
iluminag&o das 06h as 18h) e temperatura em tomo de 250C. Apds
esse periodo de adaptacdo, os ratos foram mantidos em gaiolas
individuais por 7 dias antes do procedimento experimental com ragéo
(Purina) para roedores e agua ad libitum. Apés o procedimento
cirirgico, os animais retornaram as gaiolas individuais aguardando o
momento da imunizagdo. Depois da imunizacc os animais
permaneceram em gaiolas individuais por mais 5 dias até o momento
do sacrificio. Foram utilizados 90 animais no experimento.

3.1.2) Grupos Experimentais: Os animais foram divididos
em diferentes grupos, discriminados da seguinte maneira, como
segue:
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GRUPO A’ animais anestesiados com tiopental sédico e

submetidos a lesda cirtirgica simulada (gal.8)
ou lesdo da eminéncia média hipotaldmica (gaLEM).

GRUPQO B: animais anestesiados com éter etllico e submetidos a
lesao cirtirgica simulada (gbLS) ou les&o da eminéncia
meédia hipotaldmica (gbLEM).

GRUPOQ C: animais que fizeram a ingest&o de salina hipertnica
durante doze dias (estresse osmético) anestesiados
com eter etilico e submetidos & lesdo cirtrgica
simulada (gcLS) ou les&o da eminéncia média
hipotalémica (gclLEM).

GRUPQO D: animais anestesiados com a associagdo de
clorpromazina + meperidina + tiopental sédico
e submetidos a les&o cirtrgica simulada (gdLS)
ou les&o da eminéncia média hipotaldmica (gLEM).

GRUPQ E: grupo controle (gCo).

A Figura 1 mostra a representagdo esquematica do
planejamento experimental proposto. Os animais do grupo controle
foram somente imunizados, n&o sendo, portanto, submetidos a
qualquer manipulag&o cirdrgica ou anestésica.
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FIGURA 1. Representagio esquematica do planejJamento experimental:
GRUPO A:. anestesia com tiopental sédico (galS = cirurgia simulada;
gaLEM = lesdo da EMH), GRUPO B: anestesia com éter etilico (ghlS =
cirurgla simulada; gbLEM = lesdo da EMH), GRUPO C: anestesla com éter
etilico + estresse osmdético (gelLS = cirurgla simulada; gcLEM = lesdio da
EMH), GRUPO D: anestesia com a associagdo de clorpromazina +
meperidina + tiopental sédico (gdLS = clrurgla simulada; gdLEM = les3o da
EMH) e GRUPO E: controle. EMH = Eminéncla Média Hipotalamica.

B




3.2 - LESAO DA EMINENCIA MEDIA:

Os animais dos grupos lesados foram submetidos a
estereotaxia e les&o, por eletrocoagulacdo, da eminéncia média
hipotaldmica. Essa técnica consiste na implantagdo de um eletrodo,
estereotaxicamente, na regido da eminéncia média do hipotélamo e
passagem de uma corrente continua através do eletrodo ligado a um
lesionador.

3.2.1) Procedimento cirtrgico:

Depois de anestesiado o animal foi tricotomizado na
regiso da calota craniana. Em seguida foi posicionado e fixado no
aparetho estereotaxico tipo David Kopff (Figura 2). Uma incisgo
longitudinal de aproximadamente 2cm foi efetuada na pele e tecido
subcutaneo. Apoés hemostasia dos vasos ¢ periésteo foi afastado,
expondo-se O 0sso parietal. A partir disso localizou-se o bregma
(ponto de interseccdo entre as suturas sagital e coronal na
convexidade craniana), o qual foi o ponto de referéncia zero para
definir o local exato da lesdo (Figura 3). Utilizando-se as escalas
milimétricas do aparelho e seguindo-se as coordenadas extraldas do
Atlas de PAXINOS & WATSON (1986) foram determinadas as
posicbes de trepanagédo bilateral da calota craniana, para introducso
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do eletrodo. Nesses locais, o 0sso do crénio foi perfurado com o
auxilio de uma broca esférica de ago (Figura 4). De acordo com as
coordenadas estereotaxicas (2,56mm posterior ac bregma e 0,6mm
bilateralmente a linha mediana) o eletrodo (0,5mm de didmetro) foi
introduzido através dos orificios da trepanagdo na superficie da
calota craniana (Figura 5), a uma profundidade de 9,5mm. As lesdes
foram produzidas por eletrocoagulagdo, induzida por uma corrente
de 2 mA durante 10 segundos, com o eletrodo ligado ao lesionador.
O eletrodo indiferente estava ligado & cauda do rato, para fechar o
circuito. A pele foi suturada com fio de seda 3-0 (Ethicon). Os
animais receberam uma dose de pentabitdtico veteringric (Wyeth)
i.m. no perfodo pés-operatério imediato, e mais uma dose diaria i.m.
nos dois dias subsequentes. Utilizou-se os animais nos
experimentos 4 dias apés o procedimento cirdrgico.

Os animais com les&o cirurgica simulada foram submetidos a
um procedimento similar, com exceg¢dio de que o eletrodo foi
introduzido somente 2mm no coértex cerebral, sem passagem de
corrente elétrica.

Os animais com les8o da eminéncia média hipotalamica
apresentaram quadro clinico de diabetes insipidus transitério, que
durou no maximo 72 horas.
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3.2.2) Controle da localizagdo e extensao da lesédo:

A leséo foi verificada histologicamente nos cérebros
congelados dos ratos lesados na eminéncia média hipotalédmica por
seccionamentc no plano coronal em histocriétomo. Depois de
corados com hematoxilina-eosina (HE), os cortes histoldgicos de
50um de espessura foram observados em lupa estereoscopica. A
localizag&o da lesé@o é mostrada de forma esquemética nas Figuras
6 (plano coronal) e 7 (plano sagital).

Os resultados obtidos com animais cujas lesdes tenham
exXcedido a regido da eminéncia média do hipotadlamo foram
excluldos dos grupos.

3.3 - ESTRESSE OSMOTICO

O estresse osmoético foi desencadeado pela ingestio
crénica de salina hiperténica. Os grupos de animais que fizeram a
ingestéo de salina hiperténica, receberam salina na concentragéo de
2% nos bebedouros ao invés de agua durante um perfodo de doze
dias antes da cirurgia. Através desse método o animal desenvolve
um aumento significativo da osmolaridade plasmatica, como descrito
por JESSOP et al. (1990).
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FIGURA 2: Posigdo do rato fixado no aparetho estereotixico tipo David
Kopff (A) para execucio da lesdo por eletrocoaguiagdo, usando-se o
eletrodo ligado ao apareiho lesionador (L). O eletrodo Indiferente ests ligado
a cauda do rato (1), para fechar o circulto.
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FIGURA 3. Locallzagdo do bregma, ponto de Interseccdo entre as suturas
coronal (C) e sagltal (S).
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FIGURA 4



FIGURA 5: Eletrodo Introduzido, através dos orificios da calota craniana,
para lesdo da eminéncla média do hipotilamo por eletrocoagulagio. O
posiclonamento do eletrodo fol definido por medidas estereotixicas.
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FIGURA 6: Representagio esquemitica da locallzagio da lesdo da
eminéncia média do hipotalamo, em plano coronal. (ME = eminéncla média).
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FIGURA 7: Representagio esquemdtica da localizagio ’da lesdo da
eminéncla média do hipotilamo, em plano sagital. (ME = eminéncla média).
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3.4 - PROCEDIMENTO ANESTESICO

No momento da cirurgia os ratos anestesiados com
tiopental sodico receberam  70mg/kg de peso de thiopental
(Cristalia) pela via intraperitonial. Os grupos de ratos anestesiados
com éter etilico foram colocados em cubas de vidro, saturadas com
vapor de éter etilico P.A. (Chermco) com tempo cronometrado (80 a
120 segundos) ate a anestesia completa. Os animais que foram
anestesiados com a associagdo de clorpromazina + meperidina +
tiopental sodico, receberam 10mg/kg de amplictii (Rhodia) +
20mg/kg de dolantina (Hoechst) + 30mg/kg de thiopental (Cristalia)
por via intraperitonial, na sequéncia acima delineada com pequeno
intervalo de tempo entre a administragéo de cada droga.

3.5 - SACRIFiCIO

Os ratos foram decapitados por guilhotina, no laboratério
experimental, no intervalo de 2 minutos apés retirada do biotério
anexo, para evitarem-se alteragbes dos nlveis hormonais
provocados por procedimentos potencialmente estressantes para os
mesmos, tais como, manipulagdo, mudanga de ambiente e
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pressentimento de perigo. A variag8o do nivel de corticosterona
devido ao ritmo circadiano foi eliminada sacrificando-se os animais
sempre no periodo matinal, entre 0%h e 10h.

Depois da decapitag8o o sangue do tronco foi recolhido em
tubos cénicos de vidro. Posteriormente foi centrifugado por 10
minutos a 2000 rpm. O soro obtido foi armazenado em freezer, a
-200C, até o momento da dosagem hormonal. Os cérebros dos ratos
operados foram removidos e congelados a -200C para anélise
histolégica da localizac8o e extensso da lesfio. O timo de todos os
ratos foi retirado para determinacfio do peso e posteriormente foi
armazenado em frascos de vidro contendo formol a 10% para
posterior analise histolégica. As adrenais foram removidas de todos
os ratos e pesadas. O bago de todos os ratos previamente
imunizados com hemécias de cameiro foram retirados para a
determinag&o do nimero de células formadoras de placas (CFP).

3.6 - ANALISE DO TIMO

3.6.1) Pesagem do ¢rgdo: Os timos removidos foram
dissecados e separados do tecido conjuntive adventicial e
posteriormente pesados em balanca de precisgo equivalente a 0,01
mg. Os pesos sfo referidos em miligramas/100gramas de peso
corporal do rato.
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3.6.2) Histologia: Os timos foram retirados com muito
cuidado para se evitar danos teciduais do parénquima do 6rgéo, e
imersos em solucdo de formalina a 10%, onde permaneceram até o
infcio das demais etapas da técnica histolégica de rotina para
inclus&o em parafina. Ao final do processo foram obtidos cortes
histolégicos de 6um de espessura, os quais foram corados com
hematoxilina-eosina (HE).

3.6.3) Andlise morfométrica para a avaliagio da fragfio

de volume ocupada pelo estroma (tecido conjuntivo) e
pelo parénquima como porcentagem do volume total do
timo: E conceito basico da morfometria, teorema proposto por
Delesse em 1848, que a fracéo de volume ocupada por um objeto &
igual a sua fracdo de area em uma transecgfo, ou seja, fracdo de
volume = fragao de area (DELESSE, 1848 apud AHERNE, 1970).
Assim, o volume relativo, significando uma fragsio de volume, ¢
sempre representado por uma porcentagem.

A determinagdo da fracdo de drea, em cortes histologicos,
geralmente ¢ feita com a utilizag8o de um sistema-teste de pontos
regularmente espacados. Contando-se o nimero de pontos sobre o
perfil de um determinado componente a ser medido, num objeto, e
dividindo-se esse valor pelo numero total de pontos que incidem
sobre a transecgao do objeto, ter-se-4 a estimativa da fracso de 4rea
do componente considerado.
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A frag&io de volume ocupada pelo estroma e pelo parénquima
timico dos animais controle e dos animais dos diferentes grupos
experimentais foi avaliada da maneira que se expde a seguir.
Considerando-se:

P = nimero total de pontos (hits)

p = nimero de pontos (hits) que caem sobre determinado
compartimento do 6rg&o, no caso, estroma ou parénquima

Ppi = frac8o de volume

Ent&o: Se em 10 campos microscépicos p for igual a 136 (numero de

pontos que cairam sobre o estroma do érg&o) e P for igual a 2500
pontos, ter-se-a:

Ppi = £ = 2%50 = 0,05 ou 5%

A frag8io de volume ocupada pelo estroma conjuntivo neste exemplo
foi de 5%.

Usando-se uma ocular morfométrica com reticulo de
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integrac@o de 25 pontos, foram contados numa aliquota do 6rgsio (10
campos microscopicos tomados ao acaso) os pontos que cairam
sobre o estroma e o parénquima timico, para cada um dos animais
que compunham os diferentes grupos experimentais, bem como para
o grupo controle, totalizando 2500 pontos por grupo.

- Avaliagdo do grau de precisdo das estimativas da fracdo de
volume ocupada pelo estroma e pelo parénquima como porcentagem
do volume total do 6rgéo. Para avaliar o grau de precisio das
estimativas da frag&o de volume, utilizou-se a relagao:

1- Ppi
P . Ppi

Onde:
Ppi = Fragéo de volume referente a fragsio de volume em
estudo.
P = Total de pontos sobre os componentes que forneceram a
fragao Ppi.
e= erro ou coeficiente de variagéo da média da proporggo
em estudo.
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Para ilustrar o procedimento, apresenta-se o seguinte exemplo:

P = 2334 = nameroc total de pontos em 10 campos microscopicos.

p; = 1885 = numero de pontos sobre o parénquima timico.

P2 = 449 = numero de pontos sobre o estroma do 6rgéo.

Ppi; = frag&o de volume ocupada pelo parénquima timico, que no

nocasoéigual a:

1885 _ A« 0
334 = 0,81 ou 81%

Ppi, = fracdo de volume ocupada pelo estroma, que no caso &

igual a:

449 _ 0
334 0,19 ou 19%

- EfTo ou coeficiente de variacdo para o parénquima timico:

_[1-081 _ [019 _ _ e
© = \/2334.0,81 = 180054 = V00001 =001=1%



- Erro ou coeficiente de variag&io para o estroma do 6rgso:

_ [1-019 _ [081 _ ~ o
© = \/2334.0,19 = V44346 = V0002 = 0,04 = 4%

Em todos os grupos, os coeficientes de variagdo da média
obtidos ficaram abaixo de 0,05 ou 5%.

3.7 - ANALISE DAS ADRENAIS

- Pesagem do érg&o: As Adrenais removidas foram
separadas do tecido conjuntivo adventicial e posteriormente
pesadas em balanca de precis@io equivalente a 0,01 mg. Os pesos
s&o referidos em miligramas/100gramas de peso corporal do rato.

3.8 - DOSAGEM DA CORTICOSTERONA PLASMATICA

7 O sangue coletado no dia do sacrificio foi centrifugado
por 10 minutos a 2000 rpm, separando-se 0 soro que foi
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armazenado -20°C até o momento da dosagem hormonal. A
concentrag&o plasmatica de corticosterona foi determinada por
radioimunoensaio (RIA). Esse ensaio baseia-se na reagsio de
competicdo entre o hormdnic presente no soro (concentracdo
desconhecida) e o horménio marcado, no casc com o isétopo de
hidrogénio, tricio (3H), pelo sitio de ligagsio com um anticorpo anti-
corticosterona.

O complexo antigeno-anticorpo é precipitado, separado das
formas livres, e a radioatividade medida em um contador de radiacso
beta. Os valores das dosagens sfo obtidos pela interpolacso dos
valores de radiagdo emitida do horménio marcado, expresso em
contagem por minuto (CPM), em uma curva padréo. Esta curva é
obtida pelo radicimunoensaio das aliquotas de corticosterona com
padrbes de concentragbes conhecidos, relacionando assim, radiacso
expressa em CPM por concentragic em ng/ml. A variagcio das
concentragdes dos padrﬁés usados por nés foram 0.1, 0.5, 2.5, 10,
50 e 250 ng/mi.

O coeficiente de variag8io entre os diferentes RIA foi de
11,56% e o coeficiente de variagdo intra-ensaio de 4,01%.

UNICARF
BHERIGTECA SEMTRAL
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3.9 - IMUNIZACAO

Cada rato foi imunizado com 5 x 10% hemécias de
carneiro (HC) diluldas em 1ml de solugao fisiol6gica, injetado por via
intraperitonial. As hemacias foram colhidas, assepticamente, em
solucdo de Alsever e mantidas em geladeira por ndc mais do que 8
dias. Depois de lavadas por trés vezes em solugfio fisiolégica
preparou-se a suspenséo a ser inoculada. O processo de lavagem
das hemacias consiste em se colocar um volume adequado da
solugdo de hemacias de cameiro + Alsever dentro de um tubo de
ensaio resistente e preencher com solugdo fisioldgica. Agita-se,
suavemente, e centrifuga-se a 2000 rpm durante 10 minutos, a 4°C.
Depois de centrifugado, aspira-se o sobrenadante, acrescenta-se
solugdo fisiolégica novamente e ressuspende-se o precipitado no
fundo do tubo, cuidadosamente para ndo hemolisar. Centrifuga-se
novamente e repete-se essa operagdo mais uma vez. Apds a
terceira centrifugacgéo, aspira-se o sobrenadante permanecendo no
fundo do tubo apenas as ceélulas (concentrado de hemécias)
lavadas. A concentragfio da suspensdo das hemacias de carneiro a
serem inoculadas ¢ definida através da contagem das hemadcias
diluidas em c&mara de Neubauer (Hemocitdmetro de Neubauer).

Os animais submetidos a les&o cirdrgica simulada ou & lessio
da eminéncia média hipotalamica foram imunizados 4 dias apés o
procedimento cirdrgico. Os animais do grupo controle foram
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imunizados 11 dias apés colocados em gaiola individual, perfazendo
o mesmo perfodo de permanéncia em isolamento individual para
todos 0s grupos.

3.10 - RESPOSTA IMUNE-HUMORAL

A resposta de anticorpos contra hemacia de cameiro foi
avaliada nos diferentes grupos de animais pelo método de Células
Formadoras de Placas (CFP) direto, descrito po JERNE et al. (1974)
e modificada por DRESSER (1978).

3.10.1) Determinag&io do nimero de células formadoras
de placas: Os animais foram sacrificados 5 dias ap6s a imunizagso,
sendo removido o bago de cada animal. As células esplénicas foram
liberadas em meio minimo essencial (MME) contendo 1% de soro
bovino fetal (SBF), utilizando-se homogeinizador manual de vidro. As
células, apOs serem lavadas 3 vezes, foram ressuspensas em 3ml
de MME e a partir dessa suspensgo foram feitas diluicses de 1/40 e
1/80. Em tubos de vidro de 30 x 5§ mm foram pipetados 50 wl destas
diluicées, em duplicata, juntamente com 50 w de suspensdo de
hemacias de cameiro. Esses tubos foram transferidos para banho-
maria a 42°C, adicionando-se 200 ul de agarose a 0,8% em MME
sem SBF. O contelido do tubo foi homogeinizado e disposto em
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laminas de vidro colocadas sobre placa aquecida & temperatura de
420C. Apos solidificacdo as laminas foram colocadas invertidas em
camaras acrilicas apropriadas e incubadas em estufa Umida a 37°C
por duas horas. As camaras foram entéo preenchidas com soro de
cobaia (complemento) adsorvido com hemacias de carneiro e diluido
na propor¢ao 1:10 em tampé&o barbital. As ca&maras foram incubadas
novamente em estufa a 37°C pelo periodo de 1 hora e depois
fixadas com paraformaldelde 4% em solucao balanceada de fosfato
(PBS), durante 20 minutos. Pela observagsioc em lupa
estereoscopica, foram contadas nas l&minas as regides de halo ou
placa de hemdlise, correspondente a localizagdo de um linfécito
secretor de anticorpo.

Os valores numéricos obtidos representam as médias
aritméticas das contagens de cada diluigdo em duplicata, porém com
os valores dobrados para as diluigdes 1/80. Os resultados foram
expressos como numero de CFP por cada 1 milh&o (108) células
esplénicas viaveis,



3.11 - ANALISE ESTATISTICA

A comparagdo estatistica entre as médias das varidveis
foi determinada usando-se os testes de Wilcoxon e Kruskal-Wallis.
O teste de Wilcoxon foi utilizado para comparag&o entre dois grupos.
Para mais de dois grupos foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis, que
€ uma generalizagéo do primeiro (NOETHER, 1990).

Na avaliagédo de mais de dois grupos entre si, quando o
resultado foi significativo, aplicou-se o método de comparacses
multiplas de Kruskal-Wallis para se detectar onde se encontravam as
diferengas entre os grupos (NOETHER, 1990).



4. RESULTADOS
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4.1) DOSAGEM HORMONAL

A dosagem dos hormbnios glicocorticbides é frequentemente
usada como parametro para determinar a atividade do eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal em modelos experimentais
(FRANZMANN et al 1975, JOHNSTON & BUCKLAND, 1976;
LEACH, 1982). A dosagem desse horménio auxilia, também, na
afericdo da eficacia funcional da lesdo da eminéncia média
hipotalamica, uma vez que a destrui¢sio dessa estrutura bloqueia a
agao dos fatores hipotalamicos sobre a hipéfise (OOKI et al, 1973).

4.1.1)Efeitos da les&o da eminéncia média hipotalédmica:

A Figura 8 mostra que, independentemente do agente
anestésico utilizado, todos os grupos de animais submetidos a lesgio
da eminéncia meédia hipotal&mica apresentaram uma redugso
significativa (p<0.05) dos niveis plasmaticos de corticosterona em
relagdo aos grupos de animais que se submeteram a les#io cirtrgica
simulada, bem como ao grupo controle (utilizado como nivel basal
em nosso modelo experimental). Esses dados demonstram que a
integridade da eminéncia média hipotalédmica ¢ fundamental para a
atividade normal do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal, assim como
fornece um parametro funcional da eficicia da les8o cirlirgica dessa
estrutura em nosso modelo experimental.
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4.1.2) Efeitos dos agentes anestésicos:

Na Tabela 1 observa-se que os grupos de animais
submetidos a lesdo cirlirgica simulada e anestesiados com tiopental
soédico (gaLS) ou anestesiados com éter etllico e expostos ao
estresse osmdtico (gcl.S) ndo apresentaram diferenga significativa
nos niveis plasmaticos de corticosterona em relag&o grupo controle
(gCo). Por outro lado, os grupos de animais com cirurgia simulada e
anestesiados com éter etilico (gbLS) ou com a associagéo de
clorpromazina + meperidina + tiopental sédico (gdLS) apresentaram
um aumento significative (p<0.05) nos niveis de corticosterona
circulantes em relagéo ao grupo controle(Tabela 1).
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FIGURA 8: Concentragdo plasmaitica de corticosterona no grupo controle
{gCo) e nos diferentes grupos experimentais, anestesiados com tiopental
sodico: lesdo simulada (gal.8) ou les3o da EMH {gaL.EM); com éter etilico:
lesdo simulada (gbLS) ou lesdo da EMH (gbLEM); com éter etilico + estresse
osmético: lesdo simulada (gclS) ou lesdo da EMH (gcLEM); e com a
associagdo de clorpromazina + meperidina + tiopental sddico: lesdo
simuiada (gdLS) ou lesdo da EMH (gdL.EM).

Os resultados representam a média + EPM dos valores do nivel plasmatico
de corticosterona do nimero de ratos mostrados na base da coluna.

*p<0,05 em relagcio ao grupo controle (gCo). -
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TABELA 1: Concentragdo plasmatica de corticosterona no grupo controle
(gCo) e nos grupos de animais submetidos & lesdo cirirgica simulada e
anestesiados com tiopental sédico (galS); com éter etilico (gbL'S); com éter
etilico + estresse osmético (gcl.S); e com a assoclacio de clorpromazina +

meperidina + tiopental sédico (gdLS).

GRUPO Concentragao Plasmatica de Corticosterona
(ng/mi)

gCo (n=9) 117,10 + 17,78

gal.S (n=5) 211,57 + 22,95

gblLS (n=7) 303,53 + 33,86*

gcLS (n=6) 122,01 + 10,84

gdLS (n=6) 213,69 + 34 25*

Os resultados representam a média + EPM dos valores do nivel plasmético
de corticosterona.

(n= nimero de ratos)

*p<0,05 em relagio ao grupo controle
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A andlise dos grupos de animais submetidos & les&o cirdrgica
simulada, - enfocando o agente anestésico utilizado (Tabela 1),
mostrou que os grupos gbLS (anestesiados com éter etilico) e gdLS
(anestesiados com clompromazina + meperidina + tiopental sé6dico)
apresentaram aumento significativo (p<0.05) dos niveis de
corticosterona plasmatica em relagéo ao grupo gcLS (anestesiados
com éter etilico e expostos ao estresse osmébtico crénico). Os
animais do grupo galS (anestesiados com tiopental sédico)
apresentaram valores de corticosterona plasmética maiores que os
do grupo gclLS, entretanto, n&o hé significancia estatistica nessa
diferenga (Tabela 1).

4 2)TIMO

O timo é um org&o linféide primério responséavel pela
maturag@io das células linféides origindrias da medula 6ssea e pelo
repovoamento dos 6rgéos linféides secundérios como o bago e os
linfonodos. Quando submetidos a vérios tipos de situagtes
estressantes, os camundongos e ratos apresentam les6es timo-
atréficas com reagdes imunossupressivas (HADLER,1987). Uma das
vias pela qual as situacles estressantes podem afetar o parénquima
timico é através dos glicocorticSides, uma vez que frente aos
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estimulos estressantes, o timo sofre involug&o estrutural provocada
pelos glicocorticoides (CLAMAN,1988). Por outro lado, a involugso
do timo, apOs os animais experimentais terem sido submetidos a
atos cirurgicos no sistema nervoso central, tem sido relatado com
frequéncia na literatura (YAMADA & GREER,1959). Qutro fator
importante que pode provocar alteragdes timicas é o uso de drogas,
que podem agir direta ou indiretamente no 6rgo. Visando esclarecer
o papel da les&o da eminéncia média hipotaldmica, bem como os
efeitos de algumas drogas anestésicas sobre o timo utilizaram-se
como parametros, em nosso modelo experimental, o peso do timo e
um meétodo morfométrico que permitiu a avaliagic da fragfio de
volume ocupada pelo parénquima e pelo estroma timico nos
diferentes grupos experimentais.

4 2.1) Peso do Timo

Enfatizando o aspecto da les&o cirirgica da eminéncia
média hipotal@mica nos diferentes grupos em relag8io ao peso do
timo, observou-se que com excegfio dos grupos de animais
anestesiados com tiopental sédico (galS e galEM), em todos os
demais grupos ocorreu uma redugsio do peso do timo nos animais
submetidos a les&o da eminéncia média (gbLEM; gcLEM e gdLEM)
em relagdio aqueles animais les&io simulada (gbLS; gclLS e gdLS,
respectivamente). Entretanto, quando comparados com o grupo
controle (gCo) todos os grupos , independentemente do agente



anestésico do procedimento cirurgico empregados, apresentaram
uma importante reducgéo (p<0,05) do peso timico, como demonstrado
na Figura 9. Entre os animais submetidos a les&o cirtrgica simulada,
verificou-se que o grupo galS (anestesiado com tiopental sédico)
apresentou © peso relativo do timo significativamente superior
(p<0,05) aos grupos gblS, gclS e gdl.S. Entretanto, n&o houve
diferenca estatisticamente significativa no peso relativo do timo,
entre os grupos gbLS, gclS e gdLS.

Na Tabela 2 observa-se que n&o houve diferenga no peso
timico entre os animais anestesiados com tiopental sédico e
submetidos a lesso cirirgica simulada (galS) ou a les3o da
eminéncia media hipotalamica (gal. EM). Entretanto, quando o agente
anestésico utilizado foi o éter etilico, verificou-se uma reducso
significativa do peso do timo (p<0.05) no grupo de animais lesados
na eminéncia media mipotaldmica (gbLEM) em relagso ac grupo de
animais com lesao simulada (gbL.S), como demonstrado na Tabela 3.
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FIGURA 9 - Peso do timo dos grupos submetidos a lesdo cinirgica
simulada e anestesiados com tiopental sédico {(gal$), éter etilico (gbLs),
éter etilico + estresse osmético (gclS) e com a assoclagdo de
clorpromazina + meperidina + tiopental sédico (gdLS); e dos grupos
submetidos & lesdo da EMH e anesteslados com tiopental sédico (gaLEM),
éter etilico (gbLLEM), éter etilico + estresse osmético {gcLEM) e com a
assoclagdo de clorpromazina + meperidina + tiopental sédico (gdLEM),
expresso em porcentagem, relativos ao grupo controle (gCo). EMH =
eminéncla média hipotalamica.
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TABELA 2. Peso relativo do timo e das adrenals dos grupos de animais
anestesiados com tiopental sédico e submetidos a lesdo cinirgica
simulada (gal.S) ou submetidos 3 lesdo da eminéncla média

hipotaldmica (gal.EM).

GRUPOS pesc dos Orgéos (mg/100 gramas de peso corporal )

TIMO ADRENAIS
galS (n=5) 125.19 + 6.31 18.58 + 0.67
gaLEM (n=8) 125.94 + 544 19.86 + 0.64

Os resuitados representam a média + EPM.
(n=ndmero de ratos)
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TABELA 3: Peso relativo do timo e das adrenais dos grupos de animals
anesteslados com éter etilico e submetidos a lesdo cirlirglca
simulada (gbl.S) ou submetidos a lesdo da eminéncia média
hipotalimica (gbLEM).

GRUPOS peso dos 6rgécs (mg/100 gramas de peso corporal )

TIMO - ADRENAIS
gblS (n=7) 112.53 +6.23 19.81 +0.71
gbLEM (n=8) 7767 + 6.22* 18.85 + 0.55

Os resultados representam a média + EPM.
(n=nimero de ratos)
*p<0,05 em relagido ao grupo gbLS
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Nos animais submetidos ao estresse osmoético antes da
cirurgia e anestesiados com éter etilico, observou-se que o grupo
com leséo da eminéncia média hipotaldmica (gcLEM) apresentou
uma redug@o no peso do timo em relag&o ao grupo submetido a
leséio cirdrgica simulada (gclS), sendo essa diferenca
estatisticamente significante (p<0.05), Tabela 4.

Na Tabela 5, verifica-se a redugéo significativa do peso timico
(p<0.05) nos animais anestesiados com a associagsio de
clorpromazina + meperidina + tiopental sédico quando submetidos &
lesdo da eminéncia meédia hipotal&mica (gdLEM) em relag3io aos
animais do mesmo grupo submetidos & lesfio cirGrgica simulada
(gdLS).
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TABELA 4. Peso relativo do timo e das adrenals dos grupos de animals
que fizeram a ingestdo de salina hiperténica durante doze dlas (estresse
osmotico), anesteslados com éter etilico e submetidos i lesdo
cirdrgica simulada (gcL.S) ou submetidos a lesdo da eminéncla média

hipotalamica (gcLEM).

GRUPOS peso dos ¢rgéos (mg/100 gramas de peso corporal )

TIMO | ADRENAIS
gelsS  (n=6) 120,80 + 4,34 17,95 + 0,48
gcLEM (n=6) 90,01+ 573 19,53 + 1,57

Os resultados representam a média + EPM.
{n=ntimero de ratos)
*p<0,05 em relacao ao grupo gcLS
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TABELA 5. Peso relative do timo e das adrenals dos grupos de animais
anesteslados com a associgéo de clorpromazina + meperidina + tiopental
sédico submetidos a lesdo cirdrgica simulada (gdLS) ou submetidos
a lesdo da eminéncla média hipotalamica (gdLEM).

GRUPOS peso dos 6rgdos (mg/100 gramas de peso corporal )

TIMO ADRENAIS
gdlS  (n=6) 104,12 + 6,83 | 18,93 + 0,76
gdLEM (n=7) 68,57 + 543 18,62 + 0,49

Os resuitados representam a média + EPM.
(n=ntmero de ratos)
*p<0,05 em relagio ao grupo gdLS
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4.2 .2) Anédlise Morfométrica do Timo

A partir da avaliac&o da frag8o de volume ocupada pelo
parénquima timico e pelo estroma de sustentagfio desse 6rgso
(tecido conjuntivo) nos diferentes grupos de animais, conseguiu-se
determinar a intensidade das alteragdes timicas, pois essa andlise
morfométrica permitiu aferir o grau de fibrose ocorrida no timo, em
consequéncia dos diferentes tipos de procedimentos experimentais.

A Tabela 6 mostra o percentual de parénquima e estroma do
timo nos diversos grupos experimentais analisados. Como parémetro
basal se utilizou o grupo controle (gCo), que apresentou 93.6% de
parénquima e 6,4% de estroma. Como viu-se na Figura 9, todos os
grupos experimentais submetidos & les&o cirtirgica simulada ou &
lesdo da eminéncia media hipotalémica, independente do agente
anestésico utilizado, apresentaram redugfio do peso timico em
relacdo ao grupo controle, sendo esta reducdo maior ou menor,
dependendo do grupo avaliado. Com a anélise morfométrica péde-se
determinar em que grau as alteracgdes timicas ocorridas nos diversos
grupos afetaram o parénquima do 6rgéo com destruicio dos
timécitos e consequente substituigdo por tecido fibroso.

No grupo de animais anestesiados com tiopental sédico
verificou-se que com a les8o cirturgica simulada (gal.S) n&o houve
alteragéo na proporcdo do parénquima e do estroma timico em
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relagéo ao grupo controle (gCo). Nos animais submetidos 3 lesdo de
eminéncia media hipotaldmica (galLEM) houve um aumento né&o
Signiﬁcaﬁvo estatisticamente de estroma (8%) em relagac ao grupo
controle (6,4%), como demonstrado na Tabela 6.

Os animais submetidos a lesdo cirlrgica simulada
anestesiados com éter etilico (gblLS) ou éter etilico + estresse
osmoético (gclS) n&o apresentaram modificagdes significativas na
proporgéo do parénquima e do estroma do timo em relagéo ao grupo
cantrole (gCo). O memo ocorreu com os animais que utilizaram
esses mesmos agentes anestésicos, submetidos 3 les3o da
eminéncia média hipotalamica (gbLEM e gcLEM, respectivamente),
que apresentaram uma redugZio parenquimatosa, estatisticamente
n&o significativa, em relagéo ao grupo controle (Tabela 6).

Por outro lado, quando o agente anestésico utilizado foi a
associagdo de clorpromazina + meperidina + tiopental sédico, tanto
0s animais com les&o cirlrgica simulada (gdLS) quanto os animais
submetidos a lesdoc da eminéncia média hipotaldmica (gdLEM)
apresentaram redugéo significativa (p<0,05) do parénquima timico
em relag&o ao grupo controle (Tabela 6).

Na Figura 10 verifica-se que, dos animais com les&o cirdrgica
simulada, somente os anestesiados com a associagiio de
clorpromazina + meperidina + tiopental sédico apresentaram reducsio
significativa do parénquima timico em relag8o ao grupo controle.
Resultados similares foram obtidos, quando analisaram-se os
animais submetidos a lesdo da eminéncia média hipotaldmica, em
relag&o ao grupo controle (Figura 11).
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TABELA 6. Fragéo de volume ocupada pelo parénquimae pelo estroma
do timo, obtidos por método morfométrico, no grupo controle (gCo), e nos
grupos com les&o cinirgica simulada e anesteslados com tiopental sédico
(gaLs), éter etilico (gbLS), éter etilico + estresse osmdtico (gelS) e com a
assoclacio de clorpromazlna + meperidina + tiopental sédico (gdLS); e dos
grupos submetidos a lesdo da EMH e anesteslados com tlopental sédico
(galLEM), éter etilico (gbLEM), éter etilico + estresse osmdtico {gcl.LEM) e
com a assoclagdo de clorpromazina + meperidina + tiopental sédico
(gdL.EM). EMH = eminéncla médla hipotalamica.

GRUPO PARENQUIMA ESTROMA
gCo 93.6% 6.4%
galLS 94% 6%

galEM 92% 8%
gbLS 95% 5%

gbLEM 91% 9%
gclL.S 94% 6%

gcLEM 91% 9%

gdLS™* 89.5% 10.5%

80.4% 19.6%

gdLEM*

*p<0,05 em relagao ao grupo controle (gCo).
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Fracdo de Volume ocupada pelo Estroma
e pelo Par&énquima Timico
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FIGURA 10: Frag&do de volume ocupada pelo parénquima e pelo estroma do
timo nos animals do grupo controle (gCo) e nos animais submetidos 2 lesio
cinirgica simulada e anestesiados com: galL$ (tiopental sédico); gbLS (éter
etilico); gcLS (éter etilico + estresse osmdtico); e gdLS (clorpromazina +
meperidina + tiopental sédico).

*p<0,05 em relagdo ao grupo controle (gCo).
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Fracao de Volume ocupada pelo Estroma
e pelo Parénquima Timico
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FIGURA 11: Fragio de volume ocupada pelo parénquima e pelo estroma do
timo nos animais do grupo controle (gCo) e nos animals submetidos 4 lesdo
da eminéncia média hipotaldimica e anesteslados com: gal.EM (tiopental
sédico); gbLEM (éter etilico); gcLEM (Eter etilico + estresse osmético); e
gdLEM (clorpromazina + meperidina + tiopental sédico).

*p<0,05 em relagdo ao grupo controie (gCo).
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Entretanto, quando a comparagéo foi feita entre os diferentes
grupos enfatizando a lesdo da eminéncia média hipotaldmica
verificou-se que, com excegdo dos grupos de animais em que o
agente anesteésico foi o tiopental sédico onde ndo houve diferenca
significativa enire os animais submetidos & cirurgia simulada (gal.S)
e os animais com les8o da eminéncia média hipotalémica (gal EM),
todos os demais grupos com les8o da eminéncia média (gbLEM,
gcLEM e gdLEM) apresentaram redug8io proporcional significativa
(p<0,05) do parénquima timico em relag8o aos grupos com cirurgia
simulada (gbL.S, gcLS e gdLS, respectivamente), como mostrado na
Tabela 6. A redugéoc proporcional do parénquima timico foi mais
evidente nos animais anestesiados com a associagdo de
clorpromazina + meperidina + tiopental sédico, em relacio aos
demais grupos (Tabela 6).

A Figura 12 mostra o aspecto histolégico do timo normal (grupo
controle). Nas figuras 13, 14 e 15 s8o mostradas as alteragbes
histolégicas do timo induzidas pelos diferentes procedimentos
experimentais.
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Timo normal de rato controle. Notar os Iébulos timicos

separados por finos septos de tecido conjuntivo (setas). Em cada I6bulo

-

FIGURA 12

timico pode-se observar a nitida distingio entre o cortex (mais escuro) e a

H.E. 32X

medula (mals clara).
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FIGURA 13: Thmo de rate do grupo gdLEM (anestesiado com a assoclagio
de clorpromazina + meperidina + tiopental sddlco e submetidos 2 lesio da
eminéncia média Hipotaldmica). Observar o aumento acentuado do
componente fibroso (fibrose) com consequente diminuicdo dos iébulos
timlcos. Nestes, pode-se notar a perda da distingéo entre a regido cortical e
medular, e , alrnda, uma rarefagio celular, em relagdo ao animal controle.

H.E. 32X.
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FIGURA 14: Timo de rato do grupo gdLEM (anesteslado com a assoclagio
de clorpromazina + meperidina + tiopental sédico e submetidos a lesio da
eminéncla média Hipotalamica). Nas porgdes superior e Inferior, pode-se
observar parte de dols Iébulos timicos. Na regido central, nota-se um Iébulo
timico de tamarzho bastante reduzido e apresentando areas de necrose (N} e
4reas de fibrose (F). Entre os Iébuios notam-se areas claras malores com

poucas fibras colagenas (flbrose inciplente). H.E-128X
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FIGURA 15: Timo de rato do grupo gdLEM (anestesiade com a assoclagio
de clorpromazina + meperidina + tiopental sédico e submetidos 3 lesdo da
eminéncia média Hipotalamica). Observa-se a regido central de um Iébulo
timlco apresentando expressiva quantidade de fibras coldgenas e linfécitos
degenerados. Na regido peeriférica do Iébulo {P), nota-se malor quantidade

de linfécitos em vias de degeneracgio. H.E. 256X.
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4.3) ADRENAIS

As glandulas adrenais s&o o 6rgdo alvo do eixo
hipotalamo-hipéfise-ACTH. Os horménios glicocorticoides s&o
sintetizados e liberados pela cértex adre.nai sempre que esse eixo for
estimulado. No presente traba!ho,-"uti'li'zog-se o peso desse 6rgéo
como parametro auxiliar na afericsio da atividade do eixo hipotalamo-
hipéfise-adrenal. i

4.3.1) PESO DAS ADRENAIS

As Tabelas 2, 3, 4 e 5 mostram o peso das glandulas
adrenais nos diferentes grupos experimentais estudados. A Figura
16 mostra a comparagao percentual do peso das glandulas adrenais
dos varios grupos experimentais relativamente ao grupo controle.
Verificou-se que ndo ha diferenca estatistica entre os grupos
relacionados entre si, e nem com o grupo controle.



76

Peso Relativo das Adrenais
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FIGURA 16: Peso das adrenals dos grupos submetidos & lesdo clnirgica
simulada e anesteslados com tiopental sédico (gals), éter etilice (gbLS),
éter efilico + estresse osmético (gcLS) e com a assoclagdo de
clorpromazina + meperidina + tiopental sédico (gdLS); e dos grupos
submetidos a lesdo da EMH e anestesiados com tiopental sédico (gaLEM),
éter etilico (gbLEM), éter etilico + estresse osmético (gcLEM) e com a
assoclagio de clorpromazina + meperidina + Hopental sédico (gdLEM),
expresso em porcentagem, relativos ao grupo controle (gCo). EMH =
eminéncla média hipotalamica.
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4.4} RESPOSTA IMUNE-HUMORAL

O impacto do estresse anestesico e cirdrgico sobre a
resposta imunoldgica € um fenémeno bem determinado. No presente
trabalho utilizou-se diferentes agentes anestésicos associados ao
trauma cirdrgico visando determinar as possiveis alterages na
resposta imune. Além disso, os animais de um dos grupos
experimentais foram submetidos ao estresse osmético através da
ingestdo de salina hipertdnica durante 12 dias antes dos
procedimentos anestesico e cirlrgico, visando verificar o impacto
desse tipo de fator estressante sobre a resposta imune.

Com o objetivo de se determinar a resposta imune-humoral dos
animais experimentais, os mesmos foram imunizados com hemacias
de cameiro (HC). A resposta imune priméria foi avaliada pela
contagem de celulas formadoras de placas (IgM-CFP) por milhéo de
células viaveis de bago no quinto dia pés-imunizacdio. A escolha do
quinto dia p&s-imunizagéo para a verificag8o dos valores de IgM-
CFP baseou-se em estudos prévios realizados em nosso laboratério,
que indicaram um pico da resposta imune nesse dia (FERREIRA,
1990).
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Na Figura 17, verifica-se que néo hd diferenca estatisticamente
significativa nos valores de IgM-CFP/108 células vidveis do bacgo
entre os grupos de animais submetidos a les&o cirtrgica simulada
(galS, gblLS, gclS e @gdLS), independentemente do agente
anestésico utilizado, em relag&o ao grupo controle (gCo). Entretanto,
os niveis de IgM-CFP s&o significativamente maiores {p<0.05) no
grupo de animais anestesiados com a associagéo de clorpromazina
+ meperidina + tiopental sédico (gdlLS) em relagéo aos grupos
anestesiados com tiopental sédico (galS) e com éter etilico (gbLS).

A Figura 18, mostra que os animais do grupo gbLEM
(anestesia com éter etilico) e gcLEM (anestesia com éter etilico +
estresse osmotico) apresentaram valores de IgM-CFP/106 células
vidveis do bago semelhantes estatisticamente ao grupo. controle
(gCo). Porém, nos grupos galL.EM (anestesia com tiopental sédico), e
gdLEM (anestesia com clorpromazina + meperidina + tiopental
sédico) observaram-se niveis de IgM-CFP/108 células vidveis do
baco significativamente maiores (p<0.05) ac grupo controle (gCo).

Comparando os niveis de IgM-CFP/108 células viaveis do baco
entre os diferentes grupos de animais submetidos & les3o da
eminéncia meédia hipotalémica, verificou-se que o grupo galEM
(anestesia com tiopental sGdico) apresentou niveis
significativamente superiores (p<0.05) ao grupo gbLEM (anestesia
com éter  etilico). Jad o grupo gdLEM (anestesia com
clorpromazina + meperidina + tiopental sédico) apresentou valores
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FIGURA 17: Avaliagdo do niimero de CFP/108 células vidvels do baco no
grupo controle (gCo) e nos grupos de animals submetidos 2 les3o cirdrgica
simulada e anestesiados com tiopental sddico (galLs), éter etilico (gbLS),
éter etilico + estresse osmdético (gclLS) e com a assoclagio de
clorpromazina + meperidina + tiopental sdédico (gdlLS). Os resultados
representam a média + EPM dos valores de IgM-CFP/105 células viaveis do
bago do niimero de ratos mostrados na base da coluna.

* p<0,05 em relagdo ao grupo gdlLS.
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de IgM-CFP/108 células vidveis do bago significativamente maiores
(p<0.05) que os grupos gbLEM (anestesia com éter etllico) e gcLEM
(anestesia com éter etilico + estresse osmético), Figura 18.

Quando se enfatizou o impacto da lesgo da eminéncia média
hipotalamica na resposta imune-humoral, encontraram-se os
seguintes resultados. A Tabela 7, mostra que os valores de IgM-
CFP/108 celulas viaveis do bago s&o significativamente menores
(p<0,05) no grupo de animais anestesiados com tiopental sédico
submetidos & les&o simulada (galS) em relagdo aos animais com
les&o da eminéncia média hipotaladmica (gaLEM). Entretanto, quando
o agente anestesico utilizado foi o éter etilico, ndo se evidenciou
alteragéo significativa nos valores de IgM-CFP/108 células viaveis de
bago entre os animais submetidos & les&o cirtrgica simulada (gbLS)
ou lesgdo da eminéncia média hipotaladmica (gbLEM), como ilustrado
na Tabela 8. |
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FIGURA 18: Avallagio do nimero de CFP/108 células vidveis do bago no
grupo controle e nos grupos submetidos a lesdo da EMH e anestesiados
com tiopental sédico (gal.EM), éter etilico (gbLEM), éter etilico + estresse
osmético (gcLEM) e com a assoclagdo de clorpromazina + meperidina +
tiopental sédico (gdLEM). EMH = eminéncla média hipotaldmica. Os

resultados representam a média + EPM dos valores de IgM-CFP/105 células
viavels do bago do ndmero de ratos mostrados na base da coluna.
* p<0,05 em relacdo ao grupo controle (gCo).

** p<0,05 em relag@o aos grupo gaLEM e gdLEM.

+++ p<0,05 em relagdo ao grupo gdLEM.
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TABELA 7: Analise do nimero de CFP/108 de células vidvels do bago
nos grupes de animals anesteslados com tiopental sédico e submetidos a
lesdo cirmirgica simulada (gal.S) ou submetidos a lesdo da eminéncla
médla hipotalamica(gaLEM).

CFP /106
gaLs (n=5) 248,36 + 41,81
gaLEM  (n=8) 484,02 + 46.03

Os resultados representam a média + EPM.
(n=nGmero de ratos)
*p<0,05 em relagdo ao grupo gal.EM.
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TABELA 8: Analise do numero de CFP/108 de células vidvels do bago nos
grupos de animals anestesiados com éter etilico e submetidos a lesdo
cirirgica simulada (gbLS) ou submetidos & lesdo da eminéncia média

hipotalamica{gbLEM).

CFP /108
ghtS (n=7) 261,20 + 39,26
gbLEM (n=8) 293,12 + 26.51

Os resultados representam a média + EPM.
{n=ntimero de ratos}
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Na Tabela 9 verifica-se que os animais expostos ao estresse
osmdtico atraves da ingestdo de salina hipertdnica durante 12 dias e
anestesiados com éter etllico, quando submetidos & les&o cirlirgica
simulada (gclLS) apresentaram valores de IgM-CFP/108 células
viaveis do baco significativamente inferiores (p<0.05) aos animais
submetidos a ies&o da eminéncia média hipotalamica (gcLEM).

Nos grupos de animais anestesiados com a associacso de
clorpromazina + meperidina + tiopental sédico, a lesdo da eminéncia
media hipotalamica (gdLEM) desencadeou aumento significativo
(p<0,09) nos nlveis de IgM-CFP/108 células vidveis do bago em
relagdo a lesdo cirGrgica simulada (gdLS), como demonstrado na
tabela 10.
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TABELA 9: Andlise do niimero de CFP/106 de células vidvels do bago nos
grupos de anlmals que fizeram a Ingestdo de sallna hiperténica durante
doze dlas, anestesiados com éter etilico e submetidos a lesdo cirirglca
simulada (gcLS) ou submetidos a lesdo da eminéncia média hipotalamica

(gcLEM).

CFP /108
gclS  (n=6) 290,60 + 17,82*
gcLEM  (n=6) 442 65 + 4547

Os resuitados representam a média + EPM.
{n=nGmero de ratos)
*p<0,05 em relagio aoc grupo gcLEM



TABELA 10: Andlise do nimero de CFP/108 de células vidvels do bago
nos grupos de animais anestesiados com a assoclacio de clorpromazina
+ meperidina + tiopental sodico submetidos & lesdo cirlirgica simulada
{(gdLS) ou submetidos a lesdo da eminéncia média hipotaldmica (gdLEM).

CFP /108
gdLS  (n=86) 408,12 + 42 44*
gdLEM (n=7) 698,46 + 59.42

Os resultados representam a média + EPM.
{n=ntimero de ratos)
*p<0,05 em reiagao ao grupo gdLEM



5. DISCUSSAO
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A involugado timica em consequéncia do estresse em ratos é
um fendmenoc bem definido (SELYE,1936b). As células timicas sao
faciimente influenciadas pelo estresse, e embora seja aceito que o
estimulo estressor induz a atrofia do timo e dos linfonodos, existem
algumas duvidas a respeito de como esse fendmeno ocorre
(TESHIMA et al, 1887).

Uma das principais formas de manifestacdo do estresse é
atraves do sistema endécrino, mais especificamente pelo aumento
da atividade do eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal (BATEMAN et al,
1989). Os glicocorticsides liberados durante o estresse, por sua
vez, podem acarretar profundas consequéncias sobre o timo e a
resposta imunol6gica (BLALOCK, 1989). O efeito dos niveis
aumentados de corticosterona, induzidos pelo estresse, na atrofia
timica foi relatado por vérios autores (OKIMURA & NIGO, 1986;
RABIN et al, 1987).

Os resultados do presente trabalho (Figura 8), mostram que
todos os grupos de animais submetidos & leséo da eminéncia média
hipotalamica, por eletrocoagulacsio, apresentaram significativa
redugéo dos niveis plasmaticos de corticosterona em relagso aos
animais com les&c cirirgica simulada e ao grupo controle. Esses
dados estdo de acordo com aqueles encontrados na literatura, que
indicam que lesGes hipotalémicas, particularmente da eminéncia
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média, suprimem a liberagdo do ACTH hipofisaric e dos esterbides
adrenocorticais resultantes do estresse (McCANN, 1953).

Como descrito anteriormente, os glicocorticdides tém um papel
importante sobre o timo, muitas vezes causando sua involugéo,
particularmente, em situagdes de estresse. Entretanto, a lesdo da
eminéncia  média hipotaldmica desconecta anatdmica e
funcionalmente o hipotdlamo da hipéfise, impedindo que ocorra
aumento dos niveis plasmaticos de corticosterona nas situagées de
estresse (McCANN, 1953). E importante, portanto, esclarecer o
comportamento do timo e da resposta imunolégica em animais com
les&o da eminéncia média, frente a estimulos estressantes.

Os dados do presente trabalho demonstram que o estresse
anestésico e cirurgico atua de maneira marcante sobre o timo. Em
todos os grupos experimentais, independentemente do agente
anestésico utilizado ou do procedimento cirirgico empregado,
tivemos uma redugéo do peso do timo, em maior ou menor grau, em
relagéo ao peso timico do grupo controle, como mostrado na Figura
9. De fato o estresse anestésico e cirtrgico influencia a modulago
da resposta imune. LEE & PARK (1980), relataram que os agentes
anestésicos podem interferir no sistema imune agindo diretamente
nos érgéos efetores. Entretanto, essa modulagéo pode ser, também,
indireta através de alteragdes nas resposta endécrinas e do
metabolismo do organismo (SALO, 1992). O estresse cirtrgico, por
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sua vez, pode promover a liberacéo de varios hormdnios hipofisarios
e adrenais, podendo, por conseguinte, modular de forma importante
o sistema imune via sistema enddéerino (BONEAU et al, 1990). Além
disso, involugbes do timo apds manipulag8o cirtirgica do sistema
nervoso central tém sido relatado com frequéncia na literatura
(YAMADA & GREER, 1859). Nos experimentos de RENOUX et al.
(1987), camundongos com les&o do cortex cerebral bilateral
apresentaram uma diminuig&o significativa do peso do timo em
relagdo aos animais com cirurgia simulada.

A analise, individual, de cada grupo demonstra que os animais
que utilizaram como agente anestésico o tiopental sdédico
apresentaram redugdo importante do peso timico em relacsio ao
grupo controle (Figura 9), entretanto néo houve diferenga de peso do
timo entre os animais com cirurgia simulada {gal.8) e os animais com
les&o da eminéncia média hipotalamica (gaLEM), como mostrado na
tabela 2. Esses dados indicam que, com niveis baixos de
corticosterona circulantes, o tiopental sédico exerce um efeito
protetor sobre o timo, diante do estresse cirtlirgico. Essa droga
anestésica também foi eficaz ao bloquear o efeito estressor da
manipulacéo cirtrgica sobre a atividade do eixo hipotalamo-hipéfise-
adrenal nos animais com a eminéncia média hipotalémica Integra
(Tabela 1). O tiopental sodico, como os demais barbitlricos, exerce
muitas de suas agdes no sistema nervoso central via sistema
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GABA¢érgico, e, em geral, atua de maneira inibitéria sobre o eixo
hipotalamo-hipdfise-adrenal (IXART et al, 1983; JONES et al, 1976;
LAKIC et al, 1986; MAKARA & STARK, 1974). Os resultados de
GIBSS (1969) demonstraram que a atividade do eixo hipotalamo-
hipdfise-adrenal estava diminuida em ratos que foram anestesiados
com pentobarbital, submetidos ou né&o ac estresse.

Por outro lado, nenhum dos outros métodos anestésicos
utilizados no presente trabalho apresentaram resultados
semelhantes aos do tiopental sédico em relagio ao peso do timo, ou
seja, a les&o da eminéncia média hipotalamica acentuou ainda mais
a reducdio do peso do 6rgdo nesses grupos (gbLEM, gclLEM e
gdLEM) em relag&o ao grupo controle (Figura 9). Além disso, a les&o
da eminéncia média, ndo s6 acentuou as alteragdes
parenquimatosas do timoc nos animais anestesiados com a
associag8io de ciorpromazina + meperidina + tiopental sédico, como
promoveu alteracdes significativas na proporgéo do parénquima e do
estroma timico nos grupos gbLEM (anestesiados com éter etllico) e
gcLEM (anestesiados com éter etllico + estresse osmético), como
mostrado na Tabela 6. O maior grau de fibrose, portanto, maior
atrofia do 6rgao, ocorreu nos animais do grupo gdLEM (anestesiados
com a associagdo de clorpromazina + meperidina + tiopental
sédico), indicando uma potenciagsio dessa atrofia timica exercida
pelo agente anestésico associado & les8o da eminéncia média
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hipotalamica nesses animais (Tabela 6 e Figuras 13, 14 e 15). Como
nos animais lesados, os niveis de corticosterona circulantes s&o
menores em relagdo aos animais com les8o simulada em todos os
grupos (Figura 8), essas alteragbes timicas evidenciadas nos
animais com les&o da eminéncia média hipotaldmica devem estar
relacionadas com outros fatores, que ndio os glicocorticoides, agindo
em nivel timico.

O sistema neurovegetativo pode estar diretamente ligado a
essas alteragébes, pois o timo, bem como cutros 6rgéos linfoides,
recebem importante suprimento de inervagso a partir dessa divisso
do sistema nervoso. O sistema neurovegetativo desempenha, assim,
uma importante fung¢&o moduladora sobre a atividade imunolégica
desses 6rgédos (FELTEN et al, 1985). Além disso, as catecolaminas
s8o importantes mediadoras do efeito supressivo constantemente
observado apdés o estresse, principalmente da atrofia timica (KOFF &
DUNEGAN, 1988; SIBINGA & GOLDSTEIN, 1988). Outros
horménios, como ¢ GH e a prolactina, também exercem impacto
imunomodulatério e, agem de forma importante em nivel do timo
(KELLEY et al, 1987).

Outro aspecto importante no presente trabalho foi observar o
impacto das diferentes drogas anestésicas utilizadas, na atividade do
eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal. Nos experimentos descritos,
verificou-se que o0s animais anestesiados com éter etilico e



93

submetidos a les&o cirlrgica simulada (gbLS) apresentaram
aumento significativo dos niveis plasmaticos de corticosterona em
relagdo ao grupo controle (Tabela 1). Os relatos da literatura
evidenciam que o estresse desencadeado pelo éter exerce um efeito
estimulatério na atividade do eixo hipotalamo-hipsfise-adrenal
(LOPEZ-JIMENEZ et al, 1989). ZIMMERMANN & CRITCHLOW
(1967), mostraram que o estresse pelo éter produz um aumento
importante na corticosterona plasmatica em ratos, sendo esse
aumento indistinguivel entre os periodos da manha e da tarde.
YASUDA et al. (1976) evidenciaram que o estresse pelo éter
aumenta de forma significativa os niveis plasméticos de ACTH em
ratos, sendo esse aumento mais importante no perfodo matinal,
quando a corticosterona plasmatica esta baixa. Existem claras
evidéncias que o efeito do éter na ativagio do eixo hipotalamo-
hipéfise-adrenal esta relacionado as vias neurais direcionadas ao
hipotalamo antero-lateral (KARTESZI et al, 1980). Entretanto, como
os efeitos maximos do estresse pelo éter sobre a atividade do eixo
hipotalamo-hipdfise-adrenal iniciam logo apés a sua inalagdo, tém
um pico de agdo em alguns minutos e desaparecem gradativamente
em algumas horas (LOPEZ-JIMENEZ et al, 1989), provaveimente a
atividade aumentada do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal, verificada
no grupo gblLS, esteja relacionada ao efeito do estresse pela
manipulagdo cirdrgica.
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A associagdo de drogas visando interferir o minimo possivel
com a atividade do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal é usada ha
bastante tempo. Os relatos de ARIMURA et al. (1967), indicavam
que a associagédo de clorpromazina + morfina + nembutal oferece
vantagens sobre outras drogas para estudos do eixo hipotalmo-
hiptfise-adrenal em ratos. Na anélise dessas trés drogas, verifica-se
que © uso isolado de opidides aumenta marcadamente a
concentracéo de ACTH plasmatica e na adenohipéfise, bem como o
CRH hipotalamico (BUCKINGHAN, 1981), ao passo que, o opidide
usado em ratos previamente tratados com barbitirico tem seus
efeitos sobre o eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal substancialmente
reduzidos (BRIGGS & MUNSON, 1955; BUCKINGHAN, 1981).

A clorpromazina, no entanto, inibe a liberagsio de ACTH pela
hipdfise anterior induzida por varios estimulos estressores
(ARIMURA et al, 1967), embora esse efeito seja relativamente fraco.

No presente trabatho, entretanto, a associaggdo de
clorpromazina + meperidina + tiopental sédico n&o foi eficaz em
bloquear a atividade do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal.
Evidenciam-se esses dados comparando o grupc gdLS (anestesia
com clorpromazina + meperidina + tiopental sédico e cirurgia
simulada) com o grupo controle (gCo), mostrados na Tabela 1. No
entanto, os animais do grupo gclL.S, anestesiados com éter-etilico e
submetidos a les&o cirirgica simulada, mas antes expostos ao



95

estresse osmotico pela ingestdio de salina hipertdnica durante 12
dias, apresentaram niveis plasméaticos de corticosterona
estatisticamente similares ao grupo controle (gCo), indicando que
apesar do estresse provocado pela manipulagdo cirdrgica associado
ao estresse anestésico, a atividade do eixo hipotalamo-hipéfise-
adrenal ndo aumentou nesses animais (Tabela 1). A explicag&o para
esse dado esta relacionada ac efeito inibitdric exercido pelo estimulo
osmoético crénico (estresse osmoético) sobre a atividade do eixo
hipotalamo-hipoéfise-adrenal, tanto em condigdes basais como em
situacbes de estresse (JESSOP et al, 1990; CHOWDREY et al,
1991) Contudo, quando se compara o grupo gcL.S (anestesiado com
éter etllico + estresse osmético) com o grupo gblLS (anestesiado
com éter etilico), ambos submetidos & cirurgia simulada, se
evidencia o importante efeito inibitério do estimulo osmético
(hiperosmolaridade plasmatica) sobre a atividade do eixo
hipotalamo-hipdfise-adrenal (Tabeia 1). Esses dados estéo de
acordo com os relatos de CHOWDREY et al. (1991), os quais
demonstram que o tratamento com salina 2%, durante 12 dias, ativa
um mecanismo inibitério sobre a liberaggo de ACTH. Além disso, a
ingestéo croénica de salina hipertdnica, além de diminuir os niveis
circulantes de ACTH, atenua a elevagdo desse horménio induzida
p.ela adrenalectomia (JESSOP et al, 1990). A secregso de ACTH e
corticosterona e, também, atenuada pelo estresse osmbtico



96

(CHOWDREY et al, 1991). O mecanismo peio qual esse efeito
inibitério do estresse osmdético sobre o eixo hipotélamo-hipéfise-
adrenal ocorre ainda n8o esta claro, no entanto, os relatos de que a
estimulaggo osmotica crénica promove redugdo dos niveis de
RNAmM-CRH nos neurdnios parvocelulares do nucleo paraventricular
hipotalamico (YOUNG, 1986; LIGHTMAN & YOUNG, 1887),
associados aos dados de que o contetido de CRH na eminéncia
média esta diminuldo ap6és o tratamento com salina hiperténica,
sugerem que essa agédo ocorra em nivel hipotalédmico (JESSOP et al,
1990).

Comparando, entre si, os modelos anestésicos propostos nos
experimentos, verifica-se que né&oc ha diferengca entre o uso da
associag8o de clorpromazina + meperidina + tiopental sédico e o uso
do tiopental sddico isclado em relag8o a atividade do sistema
hipotalamo-hipofise-adrenal (Tabela 1). A partir desses dados, pode-
se concluir que apesar de n&o ser potencialmente eficaz em
bloquear a atividade do eixo hipotélamo-hipéfise-adrenal nos animais
submetidos a manipulagéo cirtrgica, o tiopental sédico é o agente
anestésico mais indicado para estudos que visem a manipulagéo do
mesmo. Esses dados est8o de acordo com os relatos de
SHEWARD & FINK (1990), que através da avaliagdo do ritmo
circadiano do ACTH e da corticosterona concluiram que a anestesia
com barbitiricos € a mais apropriada do que a anestesia com outras
drogas para estudos do sistema hipotalamo-hipéfise-adrenal.



97

Em resumo, pode-se concluir que o estresse anestésico e
cirargico atua de forma importante sobre o timo, promovendo atrofia
desse érgéo. A les&o da eminéncia média hipotal&mica, por sua vez,
determina que o impacto do estresse anestésico e cirtrgico sobre o
timo seja mais contundente, acentuando a atrofia do érg&c em todos
0s grupos, com exceg@o dos animais anestesiados com tiopental
sddico. Com os resultados do presente trabalho, é possével deduzir
que a les&o da eminéncia média do hipotdlamo induz & atrofia timica,
sendo que o tiopental sGdico exerce um efeito protetor sobre o timo
nos animais com leséo dessa estrutura. Contudo, a intensificacso da
atrofia timica provocada pela les&o da eminéncia média hipotal&mica
ndo esta relacionada com os niveis elevados de glicocorticdides
circulantes, uma vez que, nos animais com destruicdo desta
estrutura hipotalamica, por eletrocoagulagso, os niveis plasmaticos
de corticosterona s&o baixos. O presente trabalho falha em
determinar os mecanismos precisos desse efeito, entretanto, pode-
se postular que o sistema neurovegetativo, os opidides endégenos e
outros hormdnios possam estar envolvidos (FELTEN et al, 1985;
KELLEY et al, 1987).

Entre as drogas anestésicas utilizadas no presente trabalho, a
associacdo de clorpromazina + meperidina + tiopental sddico foi a
que causou maior grau de atrofia do timo, sendo essa em
decorréncia da redugso do parénquima do érg8o, como determinado
pela analise morfométrica (Tabela 6).
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A resposta do timo e a resposta imune-humoral ao estresse,
nem sempre estdo correlacionadas, principalmente em situagdes
agudas. E aceito, em geral, que o estresse provoca alteragdes no
sistema imune, sendo estas dependentes do modelo e metodologia
empregados (GRIFFIN, 1989). Vaérios fatores determinam os efeitos
do estresse no sistema imune, tais como, o tempo de exposicéo
(MOJAN & COLLECTOR, 1977), a intensidade do estressor
(KELLER et al, 1981) e a tolerancia individual ao estimulo
(LANDESLAGER et al, 1983).

No presente trabalho, a les&o da eminéncia média hipotaldmica
promoveu um aumento significativo da resposta imune-humoral em
IgM-CFP / 108 célula vidveis do bago em todos os grupos
analisados, com excegdo do grupo de animais anestesiados com
éter etilico (Figura 18). Comprovadamente, procedimentos cirtrgicos
no sistema nervoso central promovem alteragdes em o6rgdos
linféides, porém, geraimente com impacto imunossupressivo
(YAMADA & GREER, 1969). Mais recentemente, ROSZMAN et al,
(1985) realizaram estudos com les8o em diversas areas do sistema
nervoso central, verificando seu impacto sobre a resposta imune.
Eles concluiram que lesdes no hipotdlamo anterior s&o
imunossupressivas, enquanto lesdes do hipocampo, da amigdala e
corpos mamilares acentuam a resposta imune. A remogso da
hipéfise bloqueia muitos dos efeitos inibitérios sobre a resposta
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imune induzidos pelas lesdes do hipotdlamo anterior e todos os
efeitos facilitatérios sobre a resposta imune promovidos pela lesdo
do hipocampo e amigdala (ROSZMAN et al, 1885).

Ne entanto, tratando-se especificamente da lesdo da
eminéncia media hipotalémica, além de estar lesando uma estrutura
do sistema nervoso central, se estd desconectando o hipotalamo da
hipéfise (McCANN, 1853). Por conseguinte, bloqueia-se a expresséo
enddcrina ao estresse, uma vez que se impede a ag8o dos fatores
hipotalamicos na hipdfise. Além disse, nos animais que foram
submetidos & les8o da eminéncia média verificou-se que ocorreu
“uma importante redugsio dos niveis circulantes de corticosterona
(Figura 8). Como os glicocorticoides s&o imunossupressivos
(BLALOCK et al, 1988), esse pode ser um dos fatores importantes
envolvidos na resposta imune aumentada ocorrida nos animais com
lesdo da eminéncia média hipotaldmica. PERICIC et al. (1987)
demonstraram que com niveis elevados de corticosterona ocorre
diminui¢do da resposta imune-humoral em IgM-CFP, em ratos. Em
altas concentragdes, os dlicocorticbides rotineiramente exercem
efeitos supressivos sobre a resposta imune, por outro lado, em
baixas concentracdes, esses hormbnios apresentam efeitos
estimulatérios sobre a resposta imunolégica (ADER et al, 1990). No
presente trabalho, os animais com lesdo da eminéncia média
hipotaldmica  apresentaram  concentragSes plasmaticas de
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corticosterona muito inferiores em relaggo aos animais com cirurgia
simulada e ao grupo controle (Figura 8). Em contrapartida, nos
estudos de ROSZMAN et al. (1985), a imunossupressdo verificada
nas lesdes do hipotdlamo anterior n&oc foi devida aos niveis
aumentados de corticoster6ides, mas em decorréncia da supresso
dos macréfagos.

E importante salientar que a lesdo da eminéncia média
hipotalémica interfere com a dinadmica de varias outras substancias
que exercem efeitos sobre o sistema imune, entre elas o hormdnio
adrenocorticotréfico (JOHNSON et al, 1982). Outros horménios,
frequentemente liberados no estresse, como a vasopressina,
oxitocina, GH, proiactina e TSH (HIESTAND et al, 1986; WIDEMAN
& MURPHI, 1985), e que atuam em células imunocompetentes, tém
sua dindmica alterada pela les&o da eminéncia média hipotalémica
(BLALOCK et al, 1985; JOHNSON & TORRES, 1985; KELLEY,
1989). Outras substéncia que podem estar envolvidas com o
aumento da resposta imune s&o as beta-endorfinas e encefalinas,
neuropeptideos, que ao contrario da corticosterona, sdo descritos
como estimuladores da resposta imune (BROWN & VAN EPPS,
1986; GILMANN et al, 1982; MANDLER et al, 1986; PLOTNIKOFF et
al, 1985).

O éter etilico € um potente agente estressor e, também,
um importante estimulador da atividade do eixo hipotdlamo-hipéfise-
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adrenal (LOPEZ-JIMENEZ et al, 1989). Porém, nos animais que
usaram o eter etilico como agente anestésico e se submeteram 4
lesdo da eminéncia media hipotaldmica (gbhLEM), mesmo tendo
niveis plasmaticos de corticosterona baixos, a resposta imune né&o
se alterou em relagdo aos animais com cirurgia simulada (gblL8),
como mostrado na Tabela 8. Além disso, os animais que usaram
essa droga como agente anestésico, ao contrario dos demais grupos
analisados, a les&o da eminéncia média hipotaldmica ndo promoveu
alteragdes na resposta imune-humoral em IgM-CFP, como mostrado
na Figura 18. Como nesses animais com les&o da eminéncia média
(gbLEM) os niveis de corticosterona s&o significativamente menores
do que nos animais com cirurgia simulada (gbLS) e do que nos
animais do grupo controle (gCo), pode-se postular que o éter etilico
exerce efeitos sobre o sistema imunolégico por outras vias, que néo
o eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal, uma vez que, com a destruigéo
da eminéncia média, mesmo tendo niveis séricos de corticosterona
baixos, a resposta imune ndo se alterou (Tabela 8). A ativagdo do
sistema neurovegetativo pode ser essa via, pois a modulagéo do
sistema imune pelo sistema nervosc central pode envolver tanto o
eixo hipotadlamo-hipéfise-adrenal como o sistema neurovegetativo
(BROWN et al, 1991). O éter, também, pode interferir no sistema
imunolégico agindo diretamente (BRUCE & WINGARD, 1971).

A analise dos dados dos animais anestesiadoes com tiopental



102

s6dico, demonstram que a les&io da eminéncia média hipotalamica
promoveu um aumento significativo da resposta imune-humoral em
IigM-CFP / 108 célula vidveis do bago (Tabela 7). Efeito semelhante
foi observado nos grupos de animais anestesiados com a
associagcéo de clorpromazina + meperidina + tiopental sédico, onde
0s animais submetidos & les8o simulada apresentaram valores de
IgM-CFP/ 108 célula vidveis do bago significativamente menores em
relagdo aoc grupo com lesdo da eminéncia média hipotalamica
(Tabela 10).

O impacto dos diversos tipos de agentes anestésicos utilizados
no presente trabalho, aferidc nos grupos de animais submetidos &
lesdo cirurgica simulada, demonstrou que n&o houve diferenga entre
0s grupos comparados individualmente com o grupo controle (figura
17). A influéncia de drogas, que tém seu principal local de agdo ao
nivel do sistema nervoso central, na imunomcdulagdo tem sido
bastante estudada ultimamente. A habilidade de drogas ansioliticas,
em altas doses, deprimirem © sistema imune foi mostrado em
camundongos (DESCOTES et al, 1982). PERICIC et al. (1987)
verificaram que animais ndo estressados, tratados com diazepam,
apresentaram diminuig8o do nimero de CFP/ 108 células vidveis do
bago, € essa supressdo da resposta imune estava diretamente
relacionada com o aumento da corticosterona plasmatica. Outra
droga que afeta primariamente o sistema GABAérgico, o



103

pentobarbital, foi capaz de deprimir o titulo de anticorpos induzidos
pelo antigeno tiféide H, em ratos (DADHICH et al, 1980). A
clorpromazina, por sua vez, mostrou-se capaz de inibir a sintese de
anticorpos contra ¢ antigeno tiféide H, no homem (DADHICH et al,
1880). No presente trabalho, nenhum dos agentes anestésicos
utilizados interferiu de maneira significativa na resposta imune
humoral em IgM-CFP (Figura 17).

O estimulo osmdtico crénico (estresse osmético), apesar de
exercer efeito inibitorio sobre a atividade do eixo hipotdiamo-hipéfise-
adrenal nos animais submetidos ao estresse anestésico e cirtrgico,
como demonstrado no presente trabalhe (Tabela 1), nédo interfere de
maneira significativa na resposta imune-humorali em IgM-CFP
(Figura 17). Entretanto, a hiperosmolaridade plasmatica (estresse
osmotico) n&o impede o aumento dos niveis de IgM-CFP / 106
células viaveis do bago, provocado pela les8o da eminéncia média
hipotal&mica (Tabela 9).

Em resumo, o estresse anestésico e cirlirgico n&o alterou a
resposta imune-humeral em IgM-CFP / 108 células viaveis do baco,
entretanto, a les&o da eminéncia média hipotalamica promoveu uma
estimulag@o da resposta imune (Figuras 17 e 18). A diminuiggo do
nivel plasmatico dos glicocorticdides nos animais com lesdo da
eminéncia meédia pode ser um dos fatores envolvidos na
intensificacdo da resposta imune observada, porém, outros
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fendmenos devem estar envolvidos. Trabalhos complementares se
fazem necessarios para conclusdes mais definidas nesse aspecto.

Os dados do presente trabalho mostram que a lesdc da
eminéncia meédia hipotalamica promove uma importante atrofia
timica, com reducgdo do parénquima do 6rgéo. Por outro iado, a leséo
dessa estrutura estimula a resposta imune-humoral em IgM-CFP, em
experimento agudo. Portanto, a integridade da eminéncia média
hipotalamica € fundamental para os mecanismos de retroalimentagéo
mediados pelos sistemas nervoso, endécrino e imunolégico,
envolvidos na modulag8o da resposta imune. Além disso, esses
dados sugerem que n&do ha relagio entre as alteragbes timicas
(6rgdo linféide central) com a resposta imune-humoral mediada pelo
bacgo (6rgéo linfoide periférico), em experimento agudo.



6. CONCLUSQOES
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- A leséo da eminéncia média hipotaldmica, por eletrocoagulagso,
promoveuy uma reducdo significativa dos niveis plasmaticos de
corticosterona.

- O estresse anestésico e cirirgico desencadeou uma importante
atrofia timica. A les8o da eminéncia média hipotaldmica acentuou
ainda mais essa alteragdo. Essa afrofia timica evidenciada nos
animais com lesdo da eminéncia média do hipotdlamo ndo foi
decorrente da corticosterona plasmaética elevada, uma vez que
nesses animais os niveis circulantes desse horménio estdo baixos.
Estudos complementares fazem-se necessdriocs para o
esclarecimento desse efeito.

- A associag8o de clorpromazina + meperidina + tiopental sddico
promoveu um importante grau de fibrose timica, sendo que a lesso
da eminéncia média do hipotalamo intensificou esse fenémeno, por
mecanismos ndo definidos no presente frabalho.
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- O tiopental sédico foi a droga que apresentou menor grau de
interferéncia na atividade do eixo hipotédlamo-hipéfise-adrenal,
portanto, @ mais indicada para estudos experimentais que avaliem
esse sistema.

- O estimulo osmético crénico (estresse osmotico) inibiu a secrecéo
de corticosterona em animais submetidos ao estresse anestésico e
cirurgico, entretanto, n&o interferiu com a resposta imune-humoral
em IgM-CFP.

- A lesdo da eminéncia média hipotal&mica promoveu um aumento
na resposta imune-humoral em IgM-CFP/108 células vidveis do bago.

- Néo houve relagéo direta entre a alteragdes do timo e da resposta
imune-humoral em IgM-CFP, induzidas pela les8o da eminéncia
media hipotalamica.



7. RESUMO
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EFEITOS DA LESAO DA EMINENCIA MEDIA HIPOTALAMICA
NAS ALTERAGCOES DO TIMO E RESPOSTA IMUNOLOGICA
INDUZIDAS PELO ESTRESSE EM RATOS.

Com o objetivo de se aferir os efeitos da lesdo da Eminéncia
Média do Hipotalamo (EMH) e do estresse anestésico e cirlrgico
sobre o timo e a resposta imune, foram utilizados ratos machos,
Wistar, com idade entre 2 a 3 meses, 0s guais foram submetidos 3
estereotaxia para lesdao da EMH por eletrocoagulacdo e imunizados
com hemacias de carmneiro. No experimento foram usados 4 tipos de
agentes anestésicos.

Os parametros utiizados para se verificar as alteracdes
sofridas pelo timo foram o peso do 6rgéo e a frac8io de volume
ocupada pelo parénquima timico em relagdo ao estroma, avaliada
por intermédio de analise morfomeétrica. Amostras de sangue foram
coletadas para determinag&o dos niveis plasmaticos de
corticosterona. A resposta imune foi determinada pelo método de
IgM-CFP direto, descrito por Jerne e cols. {1974) e modificado por
Dresser (1978).

Os resultados obtidos mostram que o estresse anestésico e
cirdrgico promoveu uma importante atrofia timica, e a lesio da EMH
acentuou ainda mais esse fendmeno. Em contrapartida, o estresse
anestésico e cirgrgico ndo interferiu de maneira significativa na
resposta imune-humoral em IgM-CFP, enquanto a lesdo da EMH
aumentou os niveis de CFP/108 células vidveis do bago.



8. SUMMARY
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In order to determine the effects of median eminence lesion in
the basal Hypothalamus (MEL) and of the surgical and anesthetic
stress upon the thymus and the immune response, male, wistar, s.p.f
rats with 2 to 3 month of age, were submitted to stereotaxic lesions
and immunized with sheep red blood cels. Four different kinds of
anesthetics were used.

Weight and morfometric analysis were used to evaluate the
response of thymus. Blood samples were taken to determine the
plasma levels of corticosterone. The immune response in IgM-PFC
was determined by the technic of Jeme and cols. (1974) as modified
by Dressér (1978)

The resuits showed that the surgical and anesthetic stress had
a significant effect upon the weight of the thymus and promoted a
thymic atrophy, intensified by MEL. In relation to the humoral-immune
response in IgM-PFC there was no significant effect of surgical and
anesthetic stress, instead MEL promoted a significant rise in the
levels of IgM-PFC.
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