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Neste estudo foi avaliado o efeito da derrota social sobre a progressão tumoral 

de células de glioma C6 inoculadas no cérebro de ratos. Os animais foram 

divididos em 4 grupos: inoculados com salina (grupo S, controle), inoculados 

com glioma C6 (grupo I), inoculados com glioma e depois submetidos a dupla 

derrota social (grupo 1/D) e derrotados e depois inoculados com glioma (grupo 

D/l). Após 15 dias da inoculação, os animais foram avaliados quanto à 

progressão tumoral, sobrevivência, atividade motora (teste de campo aberto) e 

parâmetros imunológicos (níveis séricos de IgG contra glioma C6 e contagem 

sanguínea de linfócitos, granulócitos e monócitos). A progressão tumoral nos 

grupos inoculado e depois derrotado (I/D) e derrotado e depois inoculado (D/l) 

aumentou 69% e 41%, respectivamente, em relação ao grupo inoculado (I); o 

grupo I/D apresentou uma progressão tumoral 19% maior do que o grupo D/l. A 

atividade motora dos animais dos grupos 1/D e D/l foi reduzida em 52% e 26%, 

respectivamente. Os animais 1/D e D/l sofreram uma redução da sobrevivência 

de 34% e de 16%, respectivamente, quando comparados ao grupo I. Os níveis 

séricos de IgG contra glioma C6 foram aumentados nos animais inoculados 

com glioma (grupos 1, 1/D e D/1); entretanto no grupo 1/D este aumento foi 

menor. No grupo I/D também mostrou uma redução no número de linfócitos e 

de granulócitos. Em conclusão, os resultados indicaram que a derrota social 

em ratos aumentou a progressão tumoral de glioma e reduziu a sobrevivência e 

importantes parâmetros da resposta imune dos animais observadas no modelo 

experimental proposto.

RESUMO



ABSTRACT

In this study, we evaluated the effect of social defeat on the tumor progression 

in rats inoculated with glioma C6 cells. The animais were separated into 4 

groups: inoculated with saline (S, control group), inoculated with glioma (I 

group), inoculated with glioma and afterwards submitted to double social defeat 

(I/D group), and defeated and afterwards inoculated with glioma (D/l group). 

After 15 days of inoculation, the animais were evaluated regarding the tumor 

progression, survival, motor activity (tested in an open field test) and 

immunological parameters (IgG serum leveis against to glioma cells and blood 

cell count of lymphocytes, granulocytes and monocytes). The tumor progression 

in the inoculated and defeated (I/D group) and defeated and inoculated (D/l) 

animais increased 69% and 41%, as compared to the inoculated group (I), 

respectively. The I/D group displayed a tumor progression around 19% greater 

than the D/l group. The motor activity was reduced by 52% and 26% in the I/D 

and D/l group, respectively. The survival in the I/D and D/l animais underwent a 

reduction of 34% and 16%, when compared to the I group, respectively. The 

serum leveis of IgG increased in all groups inoculated with glioma. Furthermore, 

the I/D group displayed the lowest IgG leveis. The I/D group aiso showed a 

reduced lymphocytes and granulocytes counting. In conclusion, these resuits 

showed that social defeat in rats increased the glioma tumor progression and 

reduced their survival and the several immunological parameters.



1 .INTRODUÇÃO

1.1. Estresse

Hans Selye foi o primeiro a descrever a resposta humana ao estresse 

crônico, na sua teoria de “síndrome de adaptação gerai” onde o maior 

componente neuroendócrino desta resposta, é o eixo hipotaiâmico-pituitária- 

adrenal (HPA) (Selye, 1956). A “síndrome de adaptação geral” consiste de 3 

estágios: o primeiro estágio, “reação de alarme”, seria uma resposta imediata a 

uma situação de estimulação de um estressor agudo. Se a exposição ao 

estressor é prolongada, ocorre o “estágio de resistência”, que consiste na 

síntese e liberação de glicocorticóides e aumento de catecolaminas, que 

facilitariam processos fisiológicos cruciais para a sobrevivência. O “estágio de 

exaustão”, se caracteriza pelo declínio do “estágio de resistência” e aumento 

da vulnerabilidade para o estresse, causando respostas fisiopatológicas (Selye, 

1956).

O circuito biológico mais estudado na resposta ao estresse em 

mamíferos, é o eixo límbico-hipotalâmico-pituitária-adrenal (LHPA) (Selye, 

1956; IVIcEwen et a i, 1974; Dal-Zoto et al., 2002). A percepção de estresse 

físico ou emocional por um organismo gera eventos que no final resultam na 

secreção de catecolaminas e glicocorticóides pelo córtex da adrenal. Tanto a 

ativação, quanto o término da resposta adrenocortical ao estresse são 

importantes para a adaptação e sobrevivência. 0  estresse ativa vias pelas 

quais o cérebro traduz o estímulo externo e no final, integra a resposta a nível 

hipotalâmico. Essas vias parecem envolver aferências neuronais provenientes



de núcleos catecolaminérgicos, serotoninérgicos e possivelmente colinérgicos 

(López et a i, 1999). A ação altannente catabólica dos glicocorticóides atuando 

sinergicamente com as catecolaminas produzem lipólise, glicogenòlíse e 

catabolismo protéico, resultando no aumento plasmático de glicose. Estas 

açõés garantem a sobrevivência do organismo durante o estresse, em parte 

pelo aumento da disponibilidade de substratos energéticos (Herman e Cuilinan, 

1997). A disponibilidade de substratos energéticos aumenta devido o aumento 

do fluxo sangüíneo, resultante da ação dos glicocorticóides e catecolaminas 

sobre o sistema cardiovascular (Francis et a i, 1999). A exposição prolongada a 

níveis aumentados dos hormônios envolvidos na reação ao estresse pode 

resultar em sérios riscos, como o de promover a supressão de processos 

anabólicos, atrofia muscular, diminuição da sensibilidade para insulina e risco 

de diabete induzida por esterôide, hipertensão arterial, hiperlipidemia, 

hipercolesterolemia, doenças arteriais, impotência e prejuízo no crescimento e 

reparação tecidual, bem como imunosupressão (Francis et a i, 1999).

A resposta ao estresse é complexa envolvendo funções sensorias, 

motoras, autonômicas, cognitivas e emocionais. A resposta corporal ao 

estresse não envolve somente estruturas cerebrais, mas também outros 

sistemas, como o endócrino, autonômico e imunológico. A comunicação entre 

os circuitos cerebrais e os sistemas mais periféricos forma as bases de uma 

resposta adaptativa ou mal adaptativa de um organismo ao estímulo estressor 

(López et a i, 1999).



1.2. Estresse social

O estresse social crônico ou recorrente é um fato presente nos animais 

superiores. Interação agonística é um termo utilizado para caracterizar a 

dominação de um e a subordinação do outro (Barnett, 1975; Blanchard et a i, 

1975; Brain et a i, 1980; Blanchard et a i, 1993; Blanchard et a i, 2001). 

Disputas territoriais, muitas vezes envolvem comportamentos agonísticos que 

podem resultar em exaustão, lesão e algumas vezes, até mesmo à morte.

O modelo “residente-intruso” é um modelo animal utilizado para o 

estudo de fatores sociais em psiconeuroimunologia. Este modelo usa a 

capacidade de animais “residentes” em estabelecer e defender um território 

contra um animal estranho (“intruso”) (Thurmond, 1975). O modelo possibilita o 

estudo não somente do comportamento defensivo e a experiência vencedora 

do “residente”, mas também o comportamento defensivo e derrotado dos 

“intrusos”. O comportamento do animal dominante é exibido na forma de 

ataque lateral, perseguições e mordidas (Blanchard e Blanchard, 1977). 

Animais que sofreram derrota social demonstram congelamento, agressividade 

reduzida associada com fuga da área controlada pelo dominante e a 

exploração na presença do vencedor, é caracterizada por uma postura 

cautelosa (Meerlo, 1997;Siegfried ef a/., 1984).

Vários trabalhos têm demonstrado que, em condições de estresse 

social, pode ocorrer maior vulnerabilidade para o surgimento de doenças e 

aumento de metástase tumoral (Moynihan e Ader, 1996; Stefanski e Ben- 

Eliyahu, 1996; Stefanski, 2001). Schieifer (1999) observaram em pacientes, 

que a capacidade de controlar um estressor poderia diminuir a



imunossupressão e como conseqüência, resultar em menor progressão 

tumoral.

1.3. Estresse e sistema imunológico

O sistema imunológico é regulado pelos sistemas sensorial, simpático e 

parasimpático, citocinas e por hormônios circulantes. Entre esses hormônios, 

os glicocorticóides, estão entre os mais importantes reguladores da função 

imunoiógica (McEwen et a i, 1997; McCabe etal., 2000).

O impacto do estressor sobre o funcionamento do sistema imunológico 

depende das suas características, como severidade, cronicidade, 

predictabilidade e controlabilidade (Anisman ef al., 1997). Vários estudos têm 

demonstrado que dependendo do tipo de estressor e do tempo de exposição, 

cepa, idade, sexo e história prévia do animal ao estressor pode fazer com que 

a resposta imunoiógica possa ser suprimida ou amplificada (D'Aquila et al., 

1994; Stefanski e Engler, 1998; Bauer et al., 2000).

O sistema imune apresenta, agudamente, mecanismos para aumentar a 

proteção a infecções e acelerar a recuperação do organismo. Um mecanismo 

essencial para esses efeitos é a translocação ou “tráfego” de células 

sangüíneas entre o sangue e os tecidos linfóides (Hermann et al., 1995; 

McEv\/en, 2000). O estresse agudo ou a administração aguda de glicocorticóide 

reduzem o número de linfócitos, monócitos e células NK (“matadoras naturais”) 

no sangue, embora possam estar aumentados em outros tecidos (Dhabhar e 

McEwen, 1996).



A derrota social reduziu a resposta dos anticorpos em camundongos e 

ratos (Leonard e Milier, 1995). Animais dominantes mostraram um aumento na 

proliferação de linfócitos T, quando comparados aos animais derrotados 

(Leonard e Milier, 1995). Também foi observada uma redução na atividade dos 

linfócitos T e células NK em ratos derrotados (Stefanski e Engler, 1998; 

Stefanski e Engler, 1999; Stefanski, 2001). Ratos submetidos a dupla derrota

social apresentaram diminuição significativa da massa corporal e aumento dos
1

níveis plasmáticos de adrenalina, noradrenalina e corticosterona livre (Buwalda 

efa/.,2001).

O estresse crônico pode levar a uma menor circulação de linfócitos T, B 

e grandes linfócitos granulares, bem como a uma diminuição da atividade de 

células NK. Esta baixa regulação dos componentes do sistema imune pode 

aumentar a susceptibilidade a infecções (Herpes, HIV) e/ou favorecer 

processos de doenças existentes, como o câncer (Kielkolt-Glaser e Glaser, 

1995). Ratos submetidos a dupla derrota social e posterior injeção de 

endotoxina bacteriana (LPS) mostraram aumento nos níveis plasmáticos de 

interleucina 1 beta (IL-ip) e diminuição nos níveis de corticosterona (Carobrez 

et al., 2002).

1.4. Gliomas

Os tumores cerebrais e de medula espinhal correspondem ao segundo 

tipo de câncer infantil mais freqüente (HilI et al., 1988). Dentre os tumores 

cerebrais, os gliomas malignos e multiformes são os mais comuns, 

representando 29% dos casos diagnosticados. Os gliomas são altamente



invasivos, sendo na maioria das vezes fatais; os pacientes apresentam uma 

sobrevida média menor do que 1 ano (Schiffer et a i, 1997). Dos tipos de 

gliomas, os glioblastomas são metastáticos e difusos, com o aparecimento de 

tumores multifocais em cerca de 10% dos casos, não restrito ao SNC 

(BernsteineWoodard, 1995).

Os gliomas podem ser removidos cirurgicamente, mas é comum a 

recorrência do tumor. Isto ocorre devido ao alto grau de invasividade e sua 

capacidade de penetração através da barreira hematoencefálica, o que frustra 

os protocolos terapêuticos (Sarris, 1993). Quando células do glioblastoma 

humano deixam o SNC elas podem crescer em outras partes do corpo como 

peritônio, fígado, pulmão e ossos desses pacientes, decorrentes da carreação 

através do líquido cerebroraquidiano ou mesmo pela circulação sistêmica 

(Berstein et a l, 1995). Nestes pacientes O glioma depois de instalado, secreta 

fatores que irão facilitar sua infiltração no parênquima sadio. Posteriormente, a 

angiogênese tumoral ocorre e é essencial para possibilitar a irrigação da região 

tumoral para a sua expansão. Esta angiogênese é estimulada por citocinas, 

como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), que interagem com 

receptores específicos do organismo hospedeiro, induzindo a proliferação de 

células endoteliais. Mais tarde, parte do aporte sangüíneo é desviado do 

organismo sadio para as células tumorais (Plate e Mennel, 1995). Outras 

citocinas, como o fator de necrose tumoral alfa, interferon alfa, angiogenina, 

fator transformador de crescimento (TGFp) e a interleucina 8, também 

participam da angiogênese (Gardsen e Gookin, 1999).



1.5. Glíomas e imunosupressão

Vários estudos realizados em humanos têm demonstrado que os 

glioblastomas produzem e secretam mediadores imunpssupressivos que 

inibem a função imunológica e o grau de imunosupressão depende do tamanho 

do tumor (Holiaday et a i, 1994; Moulignier et al., 1994; Morford et a/.,1997). 

Células tumorais malignas têm a capacidade de inibir as funções dos linfócitos 

T, secretando fatores como, o fator de transformador de crescimento (TGFp) 

(Olofsson et al., 1992; Tada e Tribolet, 1993; Sasal<i et al., 1995; Kiefer et al., 

1994; Dix et al., 1999) e interleucina 10 (IL -10) (Hishii et al., 1995; Huettner et 

al., 1997). A formação de tumores cerebrais está associada ao aumento dos 

níveis de várias citocinas, dentre as quais, interleucina 1 beta (iL-ip) e do fator 

de necrose tumoral alfa (Dix et al., 1999).

Perrin et al. (1999) demonstraram em gliomas humanos, que o linfócito T 

citotóxico é a célula mais encontrada, enquanto que o linfócito T auxiliar 

("helper"), não está presente. Esta seria responsável pelo recrutamento de 

outros tipos de células de competência imune e pelo direcionamento da 

produção de anticorpos feita pelos linfócitos B. O fato do linfócito T auxiliar ter 

um menor papel neste processo poderia ser uma das razões pela quais o 

organismo usualmente não consegue evocar uma resposta imunológica 

suficiente para conter o avanço da progressão tumoral. A não ativação do 

subtipo T auxiliar poderia ser uma conseqüência, entre outros possíveis 

fatores, da secreção de citocinas pelo glioma para facilitar sua progressão 

(Perrin et al., 1999).



As células NK são citotóxicas para as células tumorals e em pacientes 

portadores de gliomas estas células também são afetadas tanto pela redução 

da capacidade funcional como pelo baixo número dessas células circulantes no 

sangue (EIliot et a i, 1987; Giovarelli et al., 1988; Ausiello et a/., 1991;).

A alteração imunológica induzida pelo glioma não é apenas local, 

havendo também um comprometimento sistêmico do organismo do paciente 

(Brooks et al., 1972; Young e Kaplan, 1976; Mahaley et al., 1977; Eiliot et al., 

1984). Células T obtidas de pacientes com gliomas não promovem resposta 

ativadora do linfócito T auxiliar in vitro (Roszman et al., 1987; Dix et al., 1999).

Portanto, a baixa responsividade imune pode ser resultado de uma 

alteração da regulação do eixo HPA, decorrente do estresse social, o que 

facilitaria a fixação e progressão do glioma.

1.6. O modelo de glioma C6

O glioma C6 de rato provém de uma linhagem celular glial indiferenciada 

induzida pela substância N-nitrosometiluréia (Benda et al., 1968) com 

características de astrócitos e de oligodendrócitos (Ruddon, 1997). O glioma 

C6 possui características semelhantes ao glioblastoma, encontrado em 

humanos (Farsa et al., 2000). O glioma C6 depende também de várias 

citocinas para a sua progressão, que coordenam processos vitais para o 

estabelecimento, sobrevivência e migração tumoral (Trojan et al., 1993).

Pacientes portadores de tumores são freqüentemente submetidos a 

situações de estresse social, o que certamente contribui para diminuir a sua 

sobrevida (Button et al., 2000; Maunsell et al., 2001; Spiegel, 2001).
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No entanto, não há trabalhos publicados relacionando a progressão de 

gliomas em animais submetidos a um modelo temporal de estresse social. Para 

auxiliar a compreensão deste processo, neste trabalho foi estudado o 

desenvolvimento do glioma C6 "in vivo” em animais submetidos ao estresse 

social.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Neste estudo foi avaliado o efeito da derrota social sobre a progressão 

tumoral de glioma C6 inoculado no cérebro de ratos.

10

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS

1. Avaliar a progressão tumoral em ratos submetidos a derrota social antes e 

após a inoculação de células de glioma;

2. Verificar a sobrevida e a atividade motora dos animais;

3. Determinar os níveis séricos de imunoglobulina IgG contra células de 

glioma 06 e avaliar o hemograma dos animais



3. MATERIAIS E MÉTODOS

3.1. Animais

Ratos Wistar machos adultos, provenientes do Biotério Central da UFSC 

foram utilizados de acordo com as normas do CEUA (Comissão de Ética no 

Uso de Animais) da UFSC. Os animais foram mantidos em caixas de 

poliproplleno, com água e ração sólida peletizada ad libitum. A sala de 

manutenção dos animais foi mantida entre 22 e 24°C, com um ciclo claro- 

escuro de 12 horas (luz das 06:30 às 18:30 horas).

Os animais submetidos a derrota ("intrusos") pesaram entre 250-300g. 

Os animais foram isolados em caixas durante uma semana, período no qual 

eram manuseados em 3 sessões de 20 minutos entre 17:30 e 19:00 horas, 

para a habituação com o experimentador. Após os experimentos de derrota, os 

animais retornaram para suas caixas e foram mantidos isolados.

Os animais vencedores ("residentes"), reprodutores com mais de 5 

meses de idade, pesaram entre 350-450g. Os "residentes" foram previamente 

treinados para serem dominantes territorias, com exposição a animais adultos 

jovens, até que apresentassem as características de vencedor, no período de 

30 dias. Os animais utilizados neste trabalho foram aqueles com características 

de vencedor e que apresentaram tempo de latência de ataque ao "intruso", 

inferior ou igual a 3 minutos.
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3.2. Grupos experimentais

Neste trabalho foram utilizados 4 grupos experimentais com n =13;

a) GRUPO SALINA (S) - animais inoculados intracerebralmente com uma 

solução salina fisiológica.

b) GRUPO INOCULADO (I): animais com inoculação intracerebral de células 

de glioma C6.

c) GRUPO INOCULADO E DERROTADO (1/D); animais inoculados com 

células do glioma 06 e depois submetidos a dupla derrota social.

d) GRUPO DERROTADO E INOCULADO (D/l): animais submetidos a dupla 

derrota social e posteriormente inoculados com células de glioma C6.

e) GRUPO DE SOBREVIVÊNCIA: após a inoculação de células, 5 animais de 

cada grupo experimental foram mantidos durante um período de 60 dias, no 

Biotério do Departamento de Biologia Celular Embriologia e Genética (BEG). A 

taxa de sobrevivência dos animais de cada grupo foi avaliada.
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3.3. Estresse social -  modelo “residente-intruso”

Neste trabalho os animais foram submetidos ao estresse social 

utilizando o modelo de residente-intruso, onde os animais "residentes" exibem



uma postura de dominância territorial e agridem os animais "intrusos" 

(Thurmond, 1975). Na caixa do "residente" foi colocado um animal "intruso", 

que após a interação agonística apresentou comportamento de derrota. Â partir 

deste comportamento de animal derrotado, o confronto continuou por mais 20 

minutos. Os experimentos foram realizados entre 17:30 e 19:00 horas. 

Terminado o primeiro confronto social, o "intruso" (derrotado) foi retornado para 

sua caixa e mantido isolado durante 5 dias, até um segundo confronto (dupla 

derrota), com um animal "residente" diferente (Carobrez et a i, 2002).
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3.4. Cultura de células

Neste trabalho foi utilizada a linhagem de glioma C6 de rato, doada pelo Dr. 

Vivaldo Moura-Neto, do Departamento de Anatomia, Universidade Federal do Rio 

de Janeiro (UFRJ, Rio de Janeiro, RJ). Esta linhagem foi obtida a partir de um 

tumor cerebral induzido quimicamente e identificada como célula astrocitica 

indiferenciada (Benda et aí. 1968). A linhagem C6 foi mantida estéril em garrafas 

de cultura de 25cm^, contendo meio de cultura Dulbecco (DMEM) (Gibco BRL, 

New York, EUA), tamponado com 2g/l de HEPES, suplementado com 10% de soro 

fetal bovino (SFB) (Trentin, 1997). As células foram manipuladas sob capela de 

fluxo laminar (ambiente estéril) e mantidas em estufa com 95% de umidade, 5% 

CO2 a 37°C. Após a confluência, as células foram retiradas com solução de 

tripsina (Gibco BRL, New York, EUA) tripsina 0,125%, EDTA 0,5mM, em tampão 

fosfato salino [PBS], pH 7,4) a temperatura ambiente, durante 1 minuto. A reação 

foi neutralizada pela adição de meio de cultura contendo 5% de SFB. Após três



lavagens com PBS, as células foram semeadas em uma densidade de 10® células 

em garrafas de cultura de 25 cm^(Trentin, 1997).
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3.5. Implantação intracerebral de células de glioma C6 {in vivo)

Após 5 dias da "dupla derrota", os animais (grupo D/l) foram inoculados 

intracerebralmente com células de glioma C6, como descrito por Soares 

(2001). Os animais foram anestesiados com pentobarbital sódico (HYPNOL- 

Cristália, Brasil, 50mg/kg de peso, via i.p.) e colocados num aparelho 

estereotáxico (David Kopf Instrumentos, EUA). Em seguida, foi feita uma 

incisão na pele da região superior da cabeça do animal no sentido crânio- 

caudal, sobre a linha mediana, e a gálea aponeurótica removida. O periósteo 

foi afastado da linha mediana, expondo os ossos do crânio. O crânio foi 

perfurado com uma broca odontológica usando a seguinte coordenada 4 mm 

para a esquerda do bregma (hemisfério cerebral esquerdo). O cérebro foi 

perfurado a uma profundidade de 4mm a partir da duramáter e com uma 

microseringa (Hamilton), 5)al de solução de meio de cultura contendo 10® 

células do glioma C6 foram inoculadas lentamente na área correspondenteu 

aos núcleos da base (Ifai/minuto) (Tseng et a i, 1997; Parsa et a i, 2000), 

conforme indicação do atlas estereotáxico (Paxinos e Watson 1998). Após a 

inoculação, a agulha foi retirada lentamente e a pele suturada. Os animais do 

grupo 1/D, foram previamente inoculados com células de glioma C6 e depois 

submetidos à "dupla derrota", como descrito anteriormente. Após 15 dias da 

inoculação de salina (grupo S) ou células de glioma (grupos 1, I/D e D/l), os



animais foram testados na sua atividade motora, anestesiados para a coleta de 

sangue e depois sacrificados para a retirada dos encéfalos e avaliação da 

progressão tumoral.
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3.6. Teste de campo aberto

Para a avaliação motora (mobilidade) dos animais foi utilizado o teste de 

campo aberto. Os animais de cada grupo experimental foram submetidos a 

duas sessões do teste de campo aberto: antes ("inicial") da aplicação do 

modelo experimental e após 15 dias da inoculação do glioma C6 ("final"). Neste 

teste, uma arena de exploração de madeira (95cm de lado e 31,5 cm de altura) 

é dividida em 9 quadrados idênticos, para facilitar a medida de locomoção. Os 

animais foram colocados no quadrado central e a atividade motora foi 

observada durante 5 minutos. Os parâmetros comportamentais observados 

foram;

a) Número de cruzamentos: se refere ao número de quadrados explorados, 

considerando que o animal deveria ter pelo menos três patas no quadrado para 

ser considerada sua presença naquele local.

b) Número de explorações verticais: posição de apoio sobre as patas traseiras.

3.7. Obtenção de sangue e soro dos animais

Quinze dias após a inoculação de salina ou de células de glioma 06, os



ratos foram anestesiados com pentobarbital sódico (50 mg/kg de peso, via i.p.). 

Para a análise do hemograma e obtenção de soro, foram retirados 12ml de 

sangue, através de punção cardíaca, sem anticoagulante. O sangue foi dividido 

em duas partes, a uma parte foi adicionado anticoagulante (heparina 

tripotássica) para análise do hemograma: a outra utilizada para preparação de 

soro. O tempo médio para a retirada das células sangüíneas foi de 12 minutos. 

O sangue foi conservado a 4°C, por no máximo 8 horas, até a análise do 

hemograma num aparelho de automação hematológica (Colter, modelo MD II), 

no Hospital de Guarnição (Florianópolis, SC). O sangue foi incubado a 37°C 

por 30 minutos e depois centrifugado a 2.000 rpm, por 10 minutos. O 

sobrenadante (soro) foi separado e conservado a -20°C, para a avaliação dos 

níveis de imunoglobulina G.
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3.8. Avaliação dos níveis séricos de imunoglobulina G contra glioma C6

Células de glioma C6, em meio de cultura DMEM (SFB), foram 

transferidas para uma placa de 96 poços (10"̂  por poço). Para a adesão das 

células, a placa foi mantida por 12 horas a 4°C. O meio de cultura foi retirado, 

as células lavadas 5 vezes com PBS, e depois fixadas com paraformaldeído a 

4%, por 10 minutos. As células foram novamente lavadas 5 vezes com PBS e o 

soro foi diluído em PBS em concentrações seriadas, sendo a primeira de 1:5 

(20(j,l de soro para 80|al de PBS) até a diluição de 1:5120 em relação a todos os 

grupos (S, I, D/l e I/D). O soro de 5 animais de cada grupo foi diluído em 

triplicata. As células do glioma C6 foram incubadas com o soro por 1 hora à



37°C, e depois cada poço foi lavado 3 vezes com PBS. A seguir, a cada poço 

foi adicionado anticorpo anti-lgG de rato conjugado com peroxidase, na diluição 

de 1:200 por 1 hora a 37°C. A revelação foi realizada através de uma reação 

colorimétrica utilizando orto-fenil-diamino (kit ELISA -ABBOTT, 1 pastilha OPD, 

diluída em 5ml de diluente de OPD) por cerca de 20 minutos, a temperatura 

ambiente. A reação foi terminada com adição de 50]x\ de ácido suifúrico 1N. A 

absorbância de cada poço (proporcional à presença de imunoglobulina G) da 

placa foi realizada numa leitora de ELISA (Biotech Instruments) a 490nm.
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3.9. Avaliação da progressão tumoral

3.9.1. Preparação histológica do cérebro de ratos

Depois de 15 dias da inoculação intracerebral de células de glioma C6, 

os animais foram anestesiados com pentobarbital sódico (50 mg/Kg de peso, 

via i.p.) e decapitados. Os encéfalos foram retirados por incisão da calota 

craniana na altura da sagital, com posterior incisão da base do crânio. Os 

encéfalos foram mantidos em paraformaldeído a 4%, durante 24 horas. A 

seguir, as peças foram imersas em solução de sacarose a 20% em PBS (pH 

7,4) durante 24 horas. Cortes prévios foram realizados num aparelho fatiador 

de tecidos (Mcliwain), para a delimitação da área tumoral no sítio de 

inoculação. Os cortes foram realizados a cerca de 2 mm antes e depois das 

bordas da região tumoral. Secções de 30 i^m de espessura foram obtidas 

utilizando um micrótomo de congelamento (Leica CM 1324). Os cortes foram 

colocados sobre lâminas de vidro, previamente gelatinizadas, para coloração



3.9.2. Determinação da área tumoral

As lâminas coradas com HE foram escaneadas e os arquivos gravados 

no formato "bmp". Em seguida, as imagens foram convertidas para "jpeg" (um 

formato menor, sem perda de qualidade visual) para análise utilizando recursos 

do software "Auto-Cad". A imagem foi ampliada na tela do monitor e as bordas 

do tumor foram marcadas com o recurso “Spline”. O objeto foi contornado, com 

a opção "inquiry", e em seguida, com o recurso “área", o valor da área tumoral 

(em mm^) foi determinado.
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com hematoxilina-eosina (HE) e depois visualizadas em microscópio óptico.

3.10. Análise estatística

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média 

(EPM). Os dados foram analisados por análise de variância (ANOVA de uma 

via), seguida pelo teste de Tukey. A análise da sobrevivência foi avaliada pelo 

teste de Fischer. Para a análise dos níveis séricos de IgG foi utilizado o teste 

de Bonferroni. Para a significância dos dados foi considerado p<0,05. Os dados 

foram analisados através do programa estatístico PRISM (Versão 3.0).
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4. RESULTADOS

4.1. Progressão tumoral de glioma C6

Ratos foram inoculados intracerebralmente com células de glioma C6 e 

depois de 15 dias, sacrificados e obtidos cortes histológicos para avaliar a 

progressão tumoral. As Figuras 1 e 2 mostram imagens representando a região 

tumoral do cérebro de ratos inoculados com células de glioma C6.

Figura 1. Secção frontal do cérebro de rato inoculado com glioma C6 (15° 

dia). Corte com SÔ irn de espessura, corado com hematoxilina e eosina (HE). A 

área escura (indicada pela seta) representa o local de inoculação e progressão 

tumoral.

Figura 2. Padrão morfológico da progressão tumoral e infiltração do glioma 

C6, delimitado pelo quadro indicado na Figura 1 (aumento de 200X).



A área tumoral no cérebro de ratos, como indicada na Figura 1, foi 

quantificada nos grupos inoculado (I), inoculado e derrotado (l/D) e derrotado e 

inoculado (D/i). Os diferentes tratamentos dos animais resultaram em 

alterações significativas na progressão tumoral nos grupos analisados, como 

mostra a Figura 3. Os grupos inoculado/derrotado (l/D) e derrotado/inoculado 

(D/l), apresentaram um aumento significativo da área de progressão tumoral de 

cerca de 69% (p<0,001) e 41% (p<0,01), respectivamente, quando comparado 

ao grupo apenas inoculado (I). Entre os grupos derrotados, também foi 

observada uma diferença significativa; o grupo l/D apresentou uma progressão 

tumoral de cerca de 19% maior que o grupo D/l (p<0,05).
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Figura 3. Progressão tumoral (mm^) de glioma G6 no cérebro de 
ratos e submetidos a dupla derrota social (n=13 por grupo). As 
colunas indicam as médias da área tumoral em mm^ e as barras o 
erro padrão da média (EPM).
••  e • • •  indicam a significância dos grupos inoculado/derrotado 
(l/D) e derrotado/inoculado (D/l) em relação ao grupo inoculado 
(I), para p<0,01 e p<0,001 (Teste de Tukey), respectivamente.
★ indica significância entre os grupos l/D e D/l (p<0,05).
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4.2. Sobrevivência

Cinco animais de cada grupo experimental foram mantidos em 

observação por até 60 dias, para determinar a sobrevivência. Os animais 

inoculados e/ou submetidos a derrota social mostraram diferenças significativas 

na avaliação da sobrevivência (Figura 4). Todos os animais controle (S) 

sobreviveram um período bem maior do que os 60 dias avaliados. No entanto, 

animais inoculados com células de glioma C6 (grupo I) apresentaram uma 

redução bastante acentuada no tempo médio de sobrevida, que foi de 41,4 

dias. O grupo D/l teve uma redução significativa da sobrevida (34,8 dias), cerca 

de 16% menor, quando comparado ao grupo I (p<0,01). A menor sobrevivência 

foi observada no grupo I/D, com uma média de apenas 27,4 dias, ou seja, uma 

dirninuição de 34%, se comparado ao grupo I (p<0,001). As diferenças também 

foram significativas na sobrevivência entre os dois grupos derrotados. D/l e I/D 

(p<0,01).

Figura 4. Sobrevivência de ratos inoculados com glioma C6 e submetidos a 
derrota social (n = 5 por grupo). As colunas indicam as médias (em dias) e as 
barras o EPM.
♦♦♦ indica a significância (p<0,001. Teste de Fischer) em relação ao grupo salina 
(S).
•• e •••  indicam a significância em relação ao grupo I, para p<0,01 e p<0,001, 
respectivamente.
★ ★ indica significância entre os grupos I/D e D/l (p<0,01).



O teste de campo aberto foi realizado para avaliar os efeitos dos 

tratamentos na atividade motora (mobilidade e ação exploratória). Os 

resultados mostraram diferenças significativas na atividade motora (número de 

cruzamentos) nos grupos inoculados e/ou derrotados, quando comparados 

antes (inicial) e depois (final) dos tratamentos (Figura 5). Todos os animais 

inoculados e/ou derrotados mostraram uma redução da atividade motora, 

comparado ao grupo controle (S). O grupo inoculado com solução salina (S) 

não apresentou diferenças entre a avaliação inicial e final. A inoculação de 

células de glioma C6 (grupo I) foi suficiente para reduzir significativamente a 

atividade motora (p<0,05). O resultado mais acentuado foi observado no grupo 

I/D, mostrando que a inoculação de glioma C6, seguida de dupla derrota, 

reduziu em 52% (p<0,001), a atividade motora dos animais. A atividade motora 

dos animais derrotados e inoculados (grupo D/l), foi reduzida em cerca de 26% 

(p<0,05): mas não foi diferente dos animais apenas inoculados (grupo I). Ao 

contrário, pode ser observada uma redução significativa da atividade motora no 

grupo I/D, quando comparados ao grupo I (p<0,01). Os grupos derrotados, I/D 

e D/l, também apresentaram diferenças significativas (p<0,001).

O teste de campo aberto também permitiu avaliar a atividade motora 

pelo número de explorações verticais (Figura 6). A inoculação com salina 

(grupo S) ou com células de glioma (grupo I) não afetou a atividade de 

exploração vertical dos animais. Entretanto, nos animais derrotados pode ser 

observada uma redução significativa da atividade exploratória no grupo I/D em

22

4.3. Avaliação motora



42% (p<0,001) e em 18%, no grupo D/l (p<0,05). A comparação entre os 

grupos I/D e D/l, também apresentou uma diferença significativa (p<0,001).
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Figura 5. Atividade motora em ratos inoculados com glioma C6 e 
submetidos a derrota social (n = 12 por grupo). Os dados expressam
o número de cruzamentos no teste de campo aberto, antes (inicial) e 
depois (final) dos tratamentos. As colunas indicam as médias e as 
barras o EPM.
• e • ••  indicam a significância (p<0,05 e p<0,001) no mesmo grupo 
(Teste de Tukey).
♦ ♦ ♦  indica a significância (p<0,001) em relação ao grupo salina (S). 
■■ indica a significância entre os grupos l/D e I (p<0,01).
★ ★★indica a significância (p<0,001) entre os grupos l/D e D/l.
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Figura 6. Atividade motora (explorações verticais no teste de 
campo aberto) em ratos inoculados com glioma G6 e submetidos 
a derrota social (n=12 por grupo). As colunas Indicam as médias e 
as barras o EPM.
• 6 • • •  Indicam a significância no mesmo grupo, p<0,05 e 
p<0,001, respectivamente (Teste de Tukey).
♦♦♦ indica a significância em relação ao grupo S (p<0,001).
■ ■■ indica a significância entre os grupos I/D  e I  (p<0,001). 
★★★indica a significância entre os grupos I/D  e D/I (p< 0,001).



Neste experimento foi avaliada a resposta imunológica (presença de 

imunoglobulina G) de animais dos diferentes grupos experimentais contra as 

células de glioma C6, inoculadas no cérebro de ratos. Os níveis de 

imunoglobulina G (IgG) no soro dos animais inoculados (I), derrotados e 

inocülados (D/l) e inoculados e derrotados (I/D) foram significativamente 

maiores do que no grupo salina (S), nas diluições de 1:5 até 1:40 (p<0,01) 

(Figura 7). Os níveis de IgG nos grupos I e D/l foram maiores do que no grupo 

salina (S) até a diluição de 1:80 (p<0,01). Ao contrário, no grupo I/D, os níveis 

de IgG foram maiores do que no grupo salina, apenas até a diluição de 1:40 

(p<0,01). Também pode ser observado que o grupo inoculado e depois 

derrotado (I/D), apresenta níveis de IgG significativamente menores que os 

grupos inoculado (I) e derrotado e inoculado (D/l) nas diluições de 1:5 até 1:40 

p<0,01.
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4.4. Níveis séricos de imunoglobulína G (IgG) contra glioma C6
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Figura 7. Níveis séricos de imunoglobulina G (IgG) contra glioma C6 em ratos 
inoculados e submetidos a derrota social (n = 5 por grupo). Os pontos indicam as 
médias e as barras o EPM.
a (p<0,001) e b (p<0,01) indicam significância (Teste de Bonferroni) em relação ao 
grupo salina (S).
1 (p<0,001) e 2 (p<0,01) indicam significância entre os grupos I/D e D/l.
* (p<0,01) e # (p<0,05) indicam significância entre os grupos I e D/l.
00 (p<0,001) e s (p<0,01) indicam significância entre os grupos I e l/D.
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4.5. Hemograma

A contagem de células sanguíneas da série branca, linifócitos, 

granulócitos e monócitos é um dos vários parâmetros de resposta imunológica 

de animais. A contagem de linfócitos foi reduzida significativamente, apenas no 

grupo inoculado e derrotado (l/D), quando comparado ao grupo salina (S) 

(p<0,05) e ao grupo derrotado e inoculado (D/l) (p<0,05) (Figura 8). Não foram 

observadas diferenças entre os grupos D/l, I e controle (S). A Figura 9A mostra 

que o grupo l/D também apresentou uma redução significativa no número de 

granulócitos, comparado ao grupo salina (p<0,01). Uma redução na contagem 

de monócitos foi observada apenas nos animais inoculados (I), quando 

comparados aos animais controle (S) (p<0,05) (Figura 9B).
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Figura 8. Contagem de linfócitos (por i l̂) no sangue de ratos inoculados com 
glioma C6 e submetidos a derrota social (n=13 por grupo). As colunas indicam as 
médias e as barras o EPM.
♦ indica a significância (p<0,05) em relação ao grupo salina (Teste de Tukey).
★ indica a significância (p<0,05) em relação ao grupo D/I.
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Figura 9. Contagem de granulócitos (A) e monócitos (B) no sangue de ratos 
inoculados com glioma C6 e submetidos a derrota social (n=13 por grupo). As 
colunas indicam a média do número de células (por jal) e as barras o EPM.
♦ e ♦♦ indicam a significância (p<0,05 e p<0,01, respectivamente) em relação ao 
grupo salina (S) (Teste de Tukey).



5. DISCUSSÃO

5.1. Efeito da derrota social na progressão tumoral

O modelo de residente-intruso tem sido utilizado dentre outras 

finalidades para induzir derrota social ao animal "intruso", provocando neste 

uma situação de estresse, que afeta a resposta imunológica (Bohus et a i, 

1993; Tuchscherer et a i, 1998; Stefanski, 2001). Neste trabalho foi avaliado o 

efeito da derrota social na progressão tumoral de ratos inoculados 

intracerebralmente com células de glioma C6. Para verificar se a derrota social 

poderia influenciar na progressão tumoral, foram realizados 4 tratamentos: 

animais inoculados com salina (grupo S, controle), animais inoculados com 

células de glioma C6 (grupo I, progressão tumoral, sem derrota social), animais 

inoculados com glioma e depois submetidos a derrota social (grupo I/D) e 

animais derrotados e depois inoculados (grupo D/l). A progressão tumoral no 

grupo inoculado (I) foi menor do que nos grupos derrotado/inoculado (D/l) e 

inoculado/derrotado (I/D). Estes resultados mostraram que a derrota social 

favoreceu ainda mais a progressão tumoral do que em ratos somente 

inoculados com as células de glioma. Estudos anteriores demonstraram que a 

derrota social aumentou a progressão tumoral em ratos (Stefanski e Ben- 

Eliyahu, 1996; Stefanski, 2001) e em humanos (Hislop et a i, 1987; Cassileth et 

a i, 1988; Eli et a i, 1992). A progressão do glioma no grupo I se dá 

primariamente pela capacidade deste tipo de tumor em inibir parcialmente as 

funções do sistema imune (Plate e Mennel, 1995). Estudos sugerem que o 

glioma C6 secreta citocinas que podem favorecer sua progressão, como TGFp
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e VGEF (Plate et al., 1994; Van Meir, 1995). Em humanos foi demonstrado que 

os glioblastomas produzem e secretam mediadores imunossupressivos que 

inibem a função imunológica sendo que o grau de imunosupressão depende 

principalmente do tamanlno do tumor (IVlorford et a/.,1997). Estudos têm 

demonstrado que a secreção de TGFp pelo gliorna provoca a diminuição da 

expressão de marcadores de superfície em monócitos, diminuição de secreção 

de citocinas, e diminuição da responsividade de linfócitos T (Black et al., 1992; 

Olofsson et al., 1992). Hughes et al. (1995) demonstraram que a desativação 

funcional de monócitos pode causar imunossupressão. Os monócitos e 

macrófagos têm um papel chave na regulação do sistema imune e tanto TGFp 

e IL-10 são importantes desativadores destas células. Os resultados dos 

trabalhos citados acima confirmam a capacidade de fixação e progressão 

tumoral no grupo I.

A progressão tumoral nos animais derrotados e depois inoculados (D/l) 

foi menor do que nos animais inoculados e derrotados (grupo 1/D). Este 

resultado sugere que a derrota social antes da inoculação das células resultaria 

numa resposta imunológica mais eficiente em relação a progressão tumoral. 

Coover et al. (1973) mostraram que ratos submetidos a um estresse repetitivo, 

apresentaram altos níveis de corticosterona na primeira sessão e um 

decréscimo nas seguintes. Recentemente, Carobrez et al. (2002) 

demonstraram que ratos submetidos a dupla derrota social e 

subsequentemente injetados com uma dose subletal de LPS apresentaram 

níveis plasmáticos de interleucina 1 beta (IL-ip) aumentados e diminuição nos 

níveis de corticosterona. Esses resultados sugerem que a resposta imune mais 

eficiente no grupo D/l seria devido a dupla derrota, que diminuiria os níveis de
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corticosterona, e consequentemente ocorrendo o favorecimento de algumas 

respostas imunológicas nos dias subseqüentes. Assim, quando o animal do 

grupo D/l foi inoculado com glioma C6, a resposta imune estaria mais 

favorecida, devido a derrota prévia. Os dados de Carobrez et al. (2002), 

indicariam que uma diminuição dos níveis piasmáticos de corticosterona pode 

ter sido a causa desta menor progressão tumoral, nos animais previamente 

derrotados. Apesar disso, com a instalação do glioma, este poderia estar 

secretando citocinas que estimulariam a progressão tumoral e inibição do 

sistema imunológico. Os resultados no grupo D/l sugerem que o tempo 

decorrido após a derrota social pode gerar modificações na ativação do eixo 

HPA, gerando diferentes conseqüências imunológicas entre os grupos e 

finalmente resultando na menor progressão tumoral no grupo D/l. Este 

resultado seria decorrente de uma provável reorganização nos centros 

superiores de mediação de estresse que poderiam induzir modificações na 

resposta do eixo HPA resultando em melhor resposta imune após a inoculação. 

Quan et al. (2001) sugerem que ocorreriam mudanças nos receptores para 

corticosterona no SNC e no sistema imunológico. Este fato poderia gerar 

diferenças no comportamento como também no curso da progressão tumoral. 

O procedimento de inoculação, realizado em todos os grupos, também poderia 

gerar respostas inflamatórias locais, pela lesão na dura-máter e 

conseqüentemente liberação de citocinas pró-inflamatórias. Assim, o 

procedimento cirúrgico para a implantação do glioma C6 ou inoculação de 

salina, provoca lesão na duramáter e cérebro, e consequentemente dispara 

eventos de inflamação neurogênica (Ebersberger et al., 1999; Esposito et al., 

2001).
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O desenvolvimento tumoral encontrado no grupo 1/D, com aumento 

significativo em relação ao grupo I e ao grupo D/l poderia ser o resultado da 

presença de maiores concentrações de citocinas tumorais. Após a primeira 

derrota social (aguda), a mobilização do sistema imune estaria suprimida uma 

vez que os níveis de corticosterona estariam altos (Coover et al., 1973; 

Carobrez et al., 2002) e estariam inibindo a resposta imune para o glioma C6. 

Após a segunda derrota, a diminuição nos níveis de corticosterona e aumento 

nos níveis plamáticos de catecolaminas, levaria a uma melhora da resposta 

imunológica, mas o glioma instalado há 10 dias, estaria secretando fatores que 

neutralizariam esta resposta, favorecendo a progressão tumoral. Koolhaas et 

al. (1997) demonstraram que a dinâmica temporal do estresse é um dos 

principais fatores que diferenciam as conseqüências do estresse e, portanto, a 

aplicação antes e depois da inoculação intracerebral do glioma C6 traz 

conseqüências que refletem na diferença de progressão tumoral entre os dois 

grupos derrotados.
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5.2. Sobrevivência e atividade motora

Estudos anteriores têm demonstrado que o glioma C6 apresenta 

características bastante agressivas, resultando numa sobrevida curta (Tseng et 

al., 1997; Soares, 2001). Os dados de sobrevivência refletem os resultados do 

desenvolvimento da progressão tumoral. Os animais inoculados e depois 

derrotados (grupo I/D), derrotados e inoculados (grupo D/l) e inoculados (grupo 

I) apresentaram a maior progressão tumoral e a menor sobrevida,
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respectivamente. Morford et al. (1997) demonstraram, em humanos, que 

quanto maior o tumor, mais fatores imunosupressores são produzidos e, 

portanto, menor a sobrevida média dos pacientes.

Os animais inoculados e/ou submetidos a derrota social tiveram redução 

de mobilidade. A redução de atividade motora também foi mais acentuada no 

grupo inoculado e depois derrotado (grupo I/D), o mesmo que apresentou a 

maior progressão tumoral e a menor sobrevida média. Assim, é possível que a 

progressão tumoral tenha comprometido primariamente as funções motoras 

dos animais. Deve ser ressaltada, que a inoculação do glioma foi realizada na 

região do caudado e putâmem, envolvidas em atividades motoras (Brodal, 

2000). Por outro lado, a derrota social pode ter contribuído também para uma 

diminuição da atividade exploratória dos animais derrotados (Siegfried et al., 

1984). A avaliação motora dos animais derrotados e depois inoculados (grupo 

D/l) foi avaliada 20 dias após a segunda derrota; no grupo inoculado e 

derrotado (I/D) o teste foi realizado após 5 dias. Esta diferença no período 

decorrido após a derrota, poderia afetar de modo diferente a atividade motora.

5.3. Resposta imunológica (IgG) e hemograma

Parâmetros imunológicos (níveis de imunoglobulinas G e contagem de 

linfócitos, granulócitos e monócitos) foram avaliados em animais inoculados 

e/ou submetidos a derrota social. A resposta imunológica (níveis séricos de IgG 

contra as células de glioma C6) foram também menores nos animais 

inoculados e depois derrotados (grupo I/D), os mesmos que apresentaram



maior progressão tumoral. Os linfócitos T citotóxicos têm a função de eliminar 

células tumorais e células infectadas por vírus, enquanto os linfócitos T auxiliar 

(Thi) ativam linfócitos T citotóxicos (Tc) os linfícitos Tha funcionam auxiliando a 

função de linfócitos B e conseqüentemente a produção de imunoglobulinas 

(Aschner, 1998). A lL-6 é a principal citocina envolvida na diferenciação de 

linfócitos B e a síntese de imunoglobulina (Aschner, 1998). Pisa et al. (1992) 

demonstraram que os gliomas produzem e secretam IL-10 e que esta citocina 

tem efeito inibitório sobre a síntese de IL-6. Este resultado sugere que a 

redução na resposta ao imunógeno no grupo que I/D seja resultado da maior 

produção de IL-10 pelas células tumorais, uma vez que a progressão tumoral 

neste grupo foi maior. A produção de TGF-p pelo glioma pode ter induzido a 

redução no número e na atividade dos linfócitos T auxiliar e conseqüente 

diminuindo a síntese e liberação de lL-6 o que comprometeu a produção de 

imunoglobulinas (Hishii et al., 1995). Estudos têm demonstrado que linfócitos 

sangüíneos periféricos, obtidos de pacientes com gliomas malignos respondem 

fracamente a mitógenos e antígenos (Roszman et al., 1987; Urbani et al., 

1995).

Em seu estudo, Stefanski e Engler (1998) observaram que em animais 

derrotados, mas não portadores de tumores ocorre um aumento no número de 

granulócitos, diminuição do número de linfócitos T. Assim, como conseqüência 

da redução em número e das características funcionais de linfócitos T auxiliar 

poderia levar a uma diminuição da produção de IL-6 e conseqüentemente gerar 

a diminuição nos níveis de IgG sérico pelos linfócitos B. Shakar e Ben-Eliyahu 

(1998) demonstram que os glicocorticóides e as catecolaminas podem afetar a 

adesão e o padrão de circulação de células imunes, promovendo diminuição da
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resposta de proliferação de linfócitos T e B e ainda diminuição da atividade 

citotóxica das células NK o que ocorre na derrota social. Cabe salientar, que no 

grupo I/D foi observada a maior progressão tumoral que indicaria que a derrota 

social aplicada após a inoculação do glioma C6 resultaria em menor resposta 

ao imunógeno de C6.

O número de linfócitos totais no grupo 1/D apresentou uma significativa 

redução quando comparado ao grupo salina e derrotado e depois inoculado 

(D/l). Stefanki (2001) também observou uma redução no número e na atividade 

dos linfócitos T e B circulantes e aumento na proliferação de células tumorais 

no pulmão. Em humanos portadores de gliomas cerebrais também se observou 

uma redução destes mesmos parâmetros imunológicos (Dix et a i, 1999). A 

diferença no número de linfócitos totais, entre os grupos I/D e D/l, poderia estar 

relacionada com o tempo decorrido depois da dupla derrota social.

O grupo I/D também apresentou redução na contagem de granulócitos 

em relação ao grupo salina. Stefanski e Engler (1998) mostraram que animais 

submetidos a uma derrota social de 2 horas apresentaram granulocitose. No 

grupo I/D (animais submetidos uma segunda derrota social), a secreção de 

fatores imunosupressores pelo glioma C6 e a mobilização de células do 

sistema imune para outros tecidos poderia levar a uma diminuição nos níveis 

plasmáticos de granulócitos.

Os monócitos são importantes para a regulação dos linfócitos T, 

funcionando como células apresentadoras de antígenos e secretando citocinas 

que modulam a resposta imunológica. Monócitos obtidos de pacientes com 

glioma apresentaram redução na sua capacidade de apresentação de 

antígenos. Além disso, os gliomas foram capazes de exercer um efeito redutor
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no número de monócitos circulantes (Woiciechowsky et a i, 1998). Os 

resultados indicaram uma redução no número de monócitos circulantes nos 

animais inoculados e/ou derrotados. No entanto, apenas no grupo inocijiado a 

redução foi significativa, sugerindo que a dupla derrota social poderia ter 

afetado este resultado.

Em conjunto, estas alterações nos parâmetros imunoiógicos poderiam 

explicar a maior progressão tumoral dos animais do grupo I/D.
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6. CONCLUSÕES

Neste estudo foi avaliado o efeito da derrota social sobre a progressão tumoral

de glioma C6 inoculado no cérebro de ratos.

1. A progressão tumoral nos grupos inoculado e depois derrotado (I/D) e 

derrotado e depois inoculado (D/l) aumentou 69% e 41%, respectivamente, em 

relação ao grupo inoculado (I);

2. A atividade motora dos animais dos grupos I/D e D/l foi reduzida em 52% e 

26%, respectivamente.

3. Os animais I/D e D/l sofreram uma redução da sobrevivência de 34% e de 

16%, respectivamente, quando comparados ao grupo 1.

4. Os níveis séricos de IgG contra glioma 06 aumentaram em todos os grupos, 

entretanto no grupo I/D este aumento foi menor. O grupo I/D também 

apresentou redução no número de linfócitos e de granulócitos.

5. A derrota social em ratos aumentou a progressão tumoral de glioma 06 e 

reduziu a sobrevivência e a resposta imunológica dos animais.
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